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RESUMO

O envelhecimento e doencas cronicas estdo relacionados ao aumento dos
casos de feridas de dificil cicatrizacdo. Em 2021, o gasto global com o tratamento de
feridas alcancou 3,5 bilhdes de ddlares. Biocurativos poliméricos possibilitam uma
nova abordagem para o reparo de lesdes cutaneas. Diante disso, o presente estudo
tem como objetivo desenvolver biocurativos de quitosana incorporados com o extrato
metandlico das folhas de Acmella oleracea, bem como realizar a caracterizagao fisico-
quimica e biolégica da formulacado, visando o tratamento de feridas. As folhas de A.
oleracea foram trituradas e submetidas a maceracdo com metanol 99,8%, obtendo o
extrato metandlico (AOM). Por meio da técnica de UFLC-QTOF-MS, foi verificada a
presenca de compostos fendlicos e das alquilamidas, como o espilantol, principal
composto bioativo da planta. O extrato ndo induziu efeitos toxicos em fibroblastos
L929 e macréfagos murinos. AOM foi capaz de reduzir a producdo celular de
mediadores inflamatérios IL-6, TNF-a, NO e CLs, em macréfagos, em 100%, 96,66%,
46,06%, 97,72%, respectivamente, na maior concentracado testada (300,00 pug/mL).
Efeitos antioxidantes também foram observados para AOM com valores de Clso de
44,50 + 4,46 e 127,6 £ 14,42 ng/mL, nos ensaio de inibicdo dos radicais DPPHe e NO,
respectivamente, AAR% de 63,56 + 13,01 a quercetina e AAR% de 104,01 + 21,29 a
rutina, no ensaio de poder de reducao do fosfomolibdénio, e porcentagem de inibicao
da peroxidacéo lipidica de 63,69%, no ensaio de inibicdo da formacao de MDA. Além
disso, em macréfagos intraperitoneais, observou-se uma reducdo de 61,38% da
producdo celular de espécies reativas de oxigénio. AOM apresentou atividade
antimicrobiana de moderada a alta, com CIM < 1000 pg/mL para S. aureus, P.
aeruginosa, S. epidermidis, E. coli e C. albicans. Os filmes poliméricos foram
preparados pelo método de evaporacdo do solvente com quitosana a 2% (p/v), na
auséncia (Q-BR) e na presenca de diferentes concentragdes de AOM (Q-AOM5%, Q-
AOM2,5% e Q-AOM1%). Os filmes exibiram peso e espessura uniformes e boa
capacidade de intumescimento. Imagens de MEV mostraram superficie com
particulas de formato irregulares, proporcionais a concentracéo de extrato. Ademais,
a avalicdo do perfil de liberagdo evidenciou que estes foram capazes de liberar,
satisfatoriamente e de forma gradual, fitoconstituintes de AOM ao fim de 8h (Q-
AOM5%: 67,15 £ 2,16; Q-AOM2,5%: 66,78+ 2,47; Q-AOM1%: 39,38 + 0,11). Os filmes



também se apresentaram termicamente estaveis até 40°C e exibiram resisténcia a
ruptura nas analises reologicas. Além disso, no ensaio de FTIR, foi possivel identificar
0 estabelecimento de interacbes intermoleculares entre o polimero e o0s
fitoconstituntes de AOM. Assim como AOM, os filmes ndo exibiram efeito citotoxico.
Os biocurativos reduziram a producao celular de mediadores inflamatérios, IL-6, IL-12
e NO, em macrofagos, em 95,41, 100% e 66,87%, respectivamente, na maior
concentracdo de AOM (Q-AOM5%). Efeitos antioxidantes também foram observados,
com valores maximos de inibicdo de 90,41% no ensaio de inibicdo dos radicias DPPH
e AAR% de 28,29 + 3,41 a quercetina e AAR% de 46,29 + 5,58 a rutina, no ensaio de
poder de reducdo do fosfomolibdénio. Os biocurativos também exerceram atividade
antimicrobiana pela inibicdo do crescimento e adesdo de biofilme frente aos
microrganismos citados anteriormente. Conclui-se que os biocurativos de quitosana e
AOM apresentam-se como uma formulacao inédita para o tratamento de feridas, com
caracteristicas fisico-quimicas promissoras e amplo potencial bioativo. Sugere-se a
realizacdo de estudos adicionais para confirmacdo da atividade da formulacdo por
meio de modelos in vivo e de ensaios de cicatrizacdo, além de ensaios de permeacao

cutanea e de estabilidade fisico-quimica.

Palavras-chave: Produtos naturais. Asteraceae. Curativo. Polimero.



ABSTRACT

Aging and chronic diseases are associated with an increase in difficult-to-heal wounds.
The global wound care costs was estimated at USD $3.5 billion in 2021. Polymeric
wound dressings offer a new approach to repairing skin injuries. Therefore, the aim of
the present work is to develop chitosan based wound dressings composed of the
methanolic extract of Acmella oleracea leaves. The polymeric films were characterised
in terms of their physico-chemical and biological properties. The leaves were crushed
and subjected to maceration in metanol 99,8% (v/v). Phenolic compounds and
alkamides, such as spilanthol, were identified in the methanolic extract (AOM) by
UFLC-QTOF-MS. The extract did not induced cytotoxicity on L929 fibroblasts and
murine macrophages. AOM reduced celular production of the inflammatory mediators
IL-6, TNF-a, NO and lipid bodies in macrophages by 100%, 96.66%, 46.06% and
97.72%, respectively, at the highest concentration tested (300.00 pg/ml). Antioxidant
effects were also observed for AOM. The extract obtained an IC50 of 44.50 £ 4.46 and
127.6 £ 14.42 pyg/mL in the DPPH and NO radical scavenging assays, respectively.
The reducing power of phosphomolybdenum was 63,56 + 13,01 of AAR% for quercetin
and 104.01 + 21.29 of AAR% for rutin, and the percentage of lipid peroxidation
inhibition was 63.69%. Furthermore, it was observed a reduction of 61,38% in celular
production of reactive oxygen species by murine macrophages. The extract showed
moderate to high antimicrobial activity against S. aureus, P. aeruginosa, S.
epidermidis, E. coli and C. albicans strains (MIC values < 1000 pg/mL). The films were
prepared by the solvent casting method, with 2% (w/v) of chitosan, in the absence (Q-
BR) and the presence of diferente concentrations of AOM (Q-AOM5%, Q-AOM2,5%
and Q-AOM1%). The films showed uniformity concerning weight and thickness, and
good swelling capacity. SEM photomicrographs showed particles of irregular size,
most likely the result of crescent extract concentration. Furthermore, the release profile
showed that the films were able to release the AOM phytoconstituents in a satisfactory
and gradual manner after 8 h of experiment (Q-AOM5%: 67.15 + 2.16; Q-AOM2.5%:
66.78 £ 2.47; Q-AOM1%: 39.38 £ 0.11). In addition, the films showed a good thermal
resistance above the body temperature and a good mechanical resistance. FTIR
analysis revealed the formation of intermolecular interactions between the polymer and

the AOM phytoconstituents. As with AOM, the films did not show any cytotoxic effects.



The films reduced cellular production of the inflammatory mediators IL-6, IL-12 and NO
in macrophages by 95,41, 100 and 66,87%, respectively, at the highest concentration
of AOM (Q-AOM5%). Antioxidant effects were also observed in the films. The reducing
power of phosphomolybdenum was 28.29 + 3.41 AAR% for quercetin and 46.29 £ 5.58
AAR% for rutin and the percentage of maximum DPPH radical scavenging was
90.41%. The biocuratives also exhibited antimicrobial activity by inhibiting microbial
growth and biofilm adhesion of the aforementioned microorganisms. The current work
demonstrated that chitosan and AOM biodressings represent an unprecedented
formulation for wound care with promising physicochemical properties and bioactive
potential. In vivo skin wound models, scratch assay, skin permeation tests and

physicochemical stability tests can be performed as an extension of the reported work.

Keywords: Natural products. Asteraceae. Wound dressing. Polymer.
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1 INTRODUCAO

Lesbes cutaneas podem ser definidas como danos na funcao e estrutura da
pele saudavel, podendo ser resultado de trauma mecanico, doencas cronicas,
queimaduras, cirurgias e condi¢cdes genéticas (Cafiedo-Dorantes; Cafiedo-Ayala,
2019). Sao classificadas em feridas agudas, quando a cicatrizagdo total dura até 12
semanas, e feridas cronicas, quando o processo de cura leva longos periodos (Nosar
et al., 2018).

O envelhecimento populacional e a alta prevaléncia de doengas crbnicas estdo
diretamente relacionados ao aumento dos casos de feridas de dificil cicatrizagédo (Al-
gharibi et al., 2018). O gasto global com o tratamento de feridas foi estimado em 3,5
bilhdes em 2021, com tendéncia de crescimento (Sen, 2019). Estes fatores ajudaram
a alavancar o mercado mundial de tratamento de feridas, o qual foi avaliado em 10,65
bilhdes de dolares em 2022, de acordo com o Globe News Wire e o Precedence
Research, com expectativa de crescimento para 34,45 bilhdes até 2030 (Globe News
Wire, 2022).

Feridas de dificil cicatrizacdo ndo apenas elevam o0s gastos com saude e
reduzem a produtividade do individuo, mas também afetam sua autoestima, saude,
independéncia e convivio social (Maver et al., 2015). Os tratamentos tradicionalmente
utilizados, como curativos e medicamentos de uso tdpico, além de serem mais
onerosos para o0s servicos de saude, resultam em tempo longo até total cicatrizacao,
reacoes adversas, impasses frente ao seu uso prolongado e aparecimento de
recidivas (Al-gharibi et al., 2018; Shukla et al., 2019; Cortez et al., 2019; Gushiken et
al., 2021).

No passado, os curativos eram vistos como produtos passivos com papel
reduzido no processo de cura de feridas. Contudo, o desenvolvimento de curativos
ativos e funcionais tem atraido cada vez mais atencao de pesquisadores e do mercado
(Liu et al., 2018). Curativos modernos incluem espumas, filmes, hidrocoloides e
hidrogéis, os quais podem ser formulados a partir de materiais altamente
biocompativeis (Mirhaj et al., 2022).

Filmes curativos sdo membranas poliméricas de espessura e tamanho
variaveis que se aderem a lesfes de diversos tamanhos e se adaptam a diferentes
partes do corpo (Raju et al., 2022). Alem de apresentarem boa flexibilidade, facil

remocao, permitirem a troca gasosa e serem impermeaveis a liquidos e bactérias,
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podem ser utilizados para incorporacéo de biomoléculas, funcionando assim como um
sistema de liberacdo de medicamentos diretamente no sitio da lesédo (Savencu et al.,
2021).

Estas formulacdes podem ser desenvolvidas utilizando a quitosana como
matéria-prima, um polissacarideo catidénico natural, biocompativel e biodegradavel,
formado pela desacetilacdo parcial ou total da quitina (Savencu et al., 2021). Além de
funcionar como polimero base para desenvolvimento de curativos, a quitosana pode
desempenhar atividades biologicas importantes em diversos estagios da cicatrizacao
de feridas, acelerando o reparo tecidual e evitando infec¢des (Bano et al., 2017). Outra
funcdo importante atribuida a quitosana € sua capacidade de funcionar como material
para controle e liberacédo de drogas, atuando também como um indutor de permeacao
cutanea (Liu et al., 2018).

Como o reparo de lesbes cutaneas envolve mecanismos complexos, o grande
desafio para 0 seu manejo esta no desenvolvimento de tratamentos capazes de atuar
em diversas vias do processo de resolucdo da ferida. Sabendo do grande potencial
terapéutico das espécies vegetais, a utilizacdo de produtos naturais para o
desenvolvimento de novas formula¢des pode representar uma fonte de compostos
bioativos em lesbes cutdneas e uma oportunidade de valorizacdo da biodiversidade
brasileira e dos povos tradicionais (Maver et al., 2015; Moeini et al., 2020).

Acmella oleracea (L.) R.K Jansen, também conhecida como jambu, agrido do
Pard e agrido bravo, € uma espécie vegetal nativa da Amazbnia, cujo uso é
amplamente difundido na cadeia produtiva alimentar do Norte do Brasil (Uthpala;
Navaratne, 2021). Atualmente, o jambu tem atraido grande interesse no campo da
medicina de produtos naturais e como um nutracéutico, com aplicacdo cosmeética,
farmacéutica e em alimentos (Silva, 2023).

Além do seu uso alimenticio, o jambu tem sua aplicacdo vasta e bem
documentada na medicina tradicional no tratamento de lesdes de pele e mucosas,
sendo também utilizado em casos de gripe, tosse, tuberculose, dor de dente, malaria,
infeccdes bacterianas e fungicas (Lalthanpuii et al., 2018; Araujo et al., 2021; Bellumori
etal., 2022). As folhas do jambu contém diversos compostos das classes dos taninos,
flavonoides, carotendides, fitosterdis e terpenos. Sao especialmente ricas em

alquilamidas, em particular o espilantol, ao qual é atribuida grande parte das
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atividades biologicas da espécie (Lalthanpuii et al., 2018; Uthpala; Navaratne, 2020;
Savic et al., 2021).

Apesar de apresentarem variadas atividades biologicas e aplicacbes para a
industria farmacéutica, existem poucos produtos comerciais a base de jambu e de
espilantol disponiveis no mercado (Silveira et al., 2018). Ademais, ainda que hajam
estudos acerca do potencial bioativo do jambu, a aplicagdo desta espécie
especificamente para o tratamento de lesdes cutaneas ainda é pouco investigada.

Diante disso, sabendo da complexidade do processo de cura de lesdes
cutaneas e do potencial farmacoldgico da planta, a hipétese do presente trabalho é
de que filmes poliméricos (biocurativos) de quitosana incorporados com o extrato
metandlico das folhas de A. oleracea podem ser utilizados no tratamento de feridas
devido a sua multifuncionalidade, tanto do extrato, quanto dos filmes de quitosana,

para as atividades citotoxica, antioxidante, anti-inflamatoéria e antimicrobiana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO REPARO DE LESOES CUTANEAS

A pele é 0 6rgdo com maior area de superficie do corpo humano, representando
uma grande interface entre o corpo e o ambiente. Sua principal funcao € formar uma
complexa barreira fisica protetora contra agentes externos como microrganismos e
danos causados pela radiacéo ultravioleta, além de evitar a perda de agua, promover
a termorregulacéo e sintese de vitamina D (Dehdashtian et al., 2018).

Por estar em contato direto com o ambiente externo, este 6rgdo se torna
vulneravel a diferentes tipos de injurias (Raju et al., 2022). As lesBes cutaneas séo
definidas como algum dano na fungcdo e estrutura da pele saudavel, podendo ser
resultado de trauma mecanico, doencas cronicas, queimaduras, cirurgias e condigbes
genéticas (Cafedo-dorantes; Cafiedo-ayala, 2019). Ainda podem ser classificadas em
feridas agudas, quando a cicatrizacdo total dura até 12 semanas, e feridas crénicas,
guando o processo de cura leva longos periodos, podendo haver recidivas. As Ultimas
se caracterizam por processo inflamatério prolongado, com altos niveis de enzimas
citotéxicas, radicais livres, mediadores inflamatorios e liberacdo de metalopreteases
(Nosar et al., 2018).

ApOs uma lesdo cutanea, a integridade da pele deve ser prontamente
restabelecida (Visha; Karunagaran, 2019). Células mononucleares do sangue
periférico, células residentes da pele, matriz extracelular (MEC), citocinas, fatores de
crescimento e moléculas regulatérias participam deste processo, o qual é dividido em
3 fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelamento (Figura 1) (Cafiedo-dorantes;
Cafiedo-ayala, 2019; Petkovic et al., 2021).
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Figura 1: Fases do processo de cura de lesdes cutaneas.
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Fonte: Adaptado de Gushiken et al., (2021).

A fase inflamatdria se inicia nos primeiros segundos apés a lesdo com a
ativacao de plaquetas, as quais sintetizam componentes responsaveis pela formacgéao
de um tampao plaquetario que restaura a hemostase e age como uma matriz celular
provisdria. Concomitantemente, plaquetas e células lesionadas iniciam a liberacéo de
citocinas como o fator de transformacédo de crescimento alfa (TGF-a), a interleucina
IL-18 e fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFS), responsaveis pela
ativacdo de fibroblastos, recrutamento e ativacdo de macréfagos e neutréfilos
(Gushiken et al., 2021). Tais células trabalham em conjunto na iniciacdo, evolucédo e
resolucdo da fase inflamatdria, contribuindo para a remocédo de bactérias, células
mortas e outros materiais estranhos (Larouche et al., 2018).

Os neutréfilos desempenham papel central por meio da liberacdo de varias
moléculas antimicrobianas como espécies reativas de oxigénio (EROS), peptideos e
proteases (Larouche et al., 2018). Estes também secretam diversas citocinas e fatores
de crescimento, 0s quais agem como quimiocinas para células inflamatérias,
promovem a proliferagdo de fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais
(Gushiken et al., 2021).

Além da resposta ao dano tecidual desempenhada por células do sistema
imune inato, h& grande colaboracdo de células do sistema imune adaptativo como

linfécitos T, B e natural killers (NK), os quais oferecem memoria especifica e duradoura
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contra patdégenos intracelulares e extracelulares (Larouche et al., 2018). As células
NK, por exemplo, promovem a liberacdo de interferon gama (INF-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) nas fases iniciais da cicatrizagao, estimulando macrofagos e
fibroblastos, aumentando a deposicdo de colageno e a angiogénese (Cafiedo-
dorantes; Cafedo-ayala, 2019).

A fase proliferativa é caracterizada por intensa migracéo e proliferacdo celular,
além da sintese de um tecido de granulacdo composto por uma matriz celular
provisoria, macrofagos, células endotelias e fibroblastos (Gushiken et al., 2021). Esta
fase € responsavel por reparar os danos causados pela ferida por meio de 4
mecanismos: fibroplasia, incluindo a proliferacéo e diferenciacao de fibroblastos em
miofibroblastos, deposicédo da matriz extracelular e contracao da ferida; reepitelizacéao
e interacdo epitélio-mesenquimal entre queratinécitos e fibroblastos; angiogénese,
incluindo proliferacdo do endotélio celular e formacdo de novos vasos; reparacao da
inervacao periférica (Cafiedo-dorantes; Cafiedo-ayala, 2019).

Por fim, se inicia a fase de remodelamento, podendo se estender por meses.
Nesta fase, todos o0s processos ativados previamente sao silenciados e células como
macréfagos, miofibroblastos e células epiteliais isoladas entram em apoptose ou
deixam a ferida. A epiderme, vasos da derme, nervos e fibras do musculo esquelético
sdo remodelados e formam um tecido funcional (Gushiken et al., 2021). Além disso,
metaloproteinases (MMP) liberadas pelos fibroblastos e macréfagos degradam
colageno tipo Il e o substituem por colageno tipo I, formando um tecido de maior
resisténcia e flexibilidade (Petkovic et al., 2021).

Multiplos fatores podem impedir a resolucao de feridas, tais como componentes
locais, que impactam especificamente caracteristicas da propria ferida, e
componentes sistémicos que afetam a capacidade de reparo do organismo (Visha;
Karunagaran, 2019). A Figura 2 resume as principais diferencas entre 0s processos
inflamatorios envolvidos em feridas agudas e cronicas.

Feridas sem o0 manejo adequado e com altos niveis de exudato oferecem um
ambiente rico em umidade e nutrientes para o crescimento de microrganismos. O
desenvolvimento de infec¢cdes em feridas atrasa o processo de cicatrizacao, visto que
a liberacdo de endotoxinas microbianas aumenta a expressdo de citocinas pro-

inflamatorias e MMPs (Simdes et al.,, 2018; Abbas et al., 2019). Bactérias como
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis
e Pseudomonas aeruginosa sdo comumente isoladas em lesdes infectadas (Savencu
et al., 2021). Entre estes exemplos, P. aeruginosa e S. aureus séo as mais prevalentes
(Chin et al., 2019). Além disso, fungos como Candida albicans, Candida parapsilosis,
Malasezzia restricta e Curvularia luneta também podem ser causadores de infec¢des
em feridas cronicas (Yazarlu et al., 2021).

Como descrito anteriormente, citocinas como IL-1B e TNF-a sdo essenciais nas
fases iniciais do processo de cura de feridas. Porém, o estado inflamatério prolongado
provocado pela superproducéo das mesmas, resulta em destruigédo tecidual devido a
hiperativacdo de células imunes como neutréfilos e macréfagos. Ademais, a 1L-12,
citocina capaz de promover a diferenciacéo de linfécitos T naive em linfocitos efetores,
estimula a producéo de IFN-y, citocina responsavel por polarizar macrofagos M1 (pré-
inflamatorios) (Larouche et al., 2018). Esta inflamacdo exacerbada contribui para
problemas de re-epitelizacdo através da producdo aumentada de MMPs, fibrose e
baixa vascularizacdo (Razieyva et al.,, 2021). Andlises feitas em lesdes crdnicas
encontraram niveis significativamente elevados de IL-1, IL-6 e TNF- a, e niveis
reduzidos em feridas em cicatrizagao (Chin et al., 2019; Gushiken et al., 2021).

Ainda cabe ressaltar a importancia do estresse oxidativo aumentado na
manutencdo de feridas de dificil cicatrizacdo. Apesar de serem essenciais para o
processo de cura de lesbes cutaneas e combate a infec¢des, 0 excesso de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio podem causar danos severos as células, pois
provocam aumento da liberacdo de citocinas, inducdo de MMPs e degradacao de
proteinas da MEC (Chin et al., 2019).



29

Figura 2: Resposta imune em feridas agudas e cronicas.
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Fonte: Adaptado de Razieyva et al., (2021).

2.2 IMPACTOS ECONOMICOS E TENDENCIAS DO MERCADO

O envelhecimento populacional e a alta prevaléncia de doencgas cronicas estdo
diretamente relacionados ao aumento dos casos de feridas cronicas e de dificil
cicatrizacdo. Além disso, o aumento dos casos de resisténcia microbiana frente aos
antibioticos e comorbidades como obesidade, diabetes e hipertensdo, aumentam o0s
custos associados ao tratamento (Al-gharibi et al., 2018). O gasto global com o
tratamento de feridas foi de 2,8 bilhdes de dblares em 2014, com estimativa de
crescimento para 3,5 bilhdes em 2021 (Sen, 2019). Estes fatores ajudaram a
alavancar o mercado mundial de tratamento de feridas, o qual foi avaliado em 10,65
bilhdes de ddlares em 2022 de acordo com o Globe News Wire, com tendéncia de
crescimento para 34,45 bilhdes até 2030. Ademais, ha uma tendéncia de mercado
para o0 desenvolvimento de curativos tecnolégicos almejando, em especial, o
tratamento de lesBes crbnicas, de dificil cicatrizagdo. Em 2022, curativos tecnoldgicos

dominaram o setor de tratamento de feridas, alavancado por seus diversos beneficios
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em comparagao com os curativos tradicionais, discutidos adiante (Fortune Business
Insights, 2023).

Na atencédo primaria a saude brasileira, lesbes cutaneas sdo, geralmente, de
longa evolucao. Estas requerem realizacao frequente de curativos, o que interfere na
qualidade de vida do paciente e em sua produtividade, resultando em gastos elevados
para o sistema de saude. De acordo com o Departamento de Informatica do Sistema
Unico de Satde (DATASUS), em 2023 foram aprovados cerca de 11 milhdes de
procedimentos para a realizacdo de curativos na rede ambulatorial do SUS. Tais
procedimentos geraram investimento publico de 175 milhdes de reais apenas neste
ano.

Visto que os recursos publicos sdo limitados, € necessario um manejo mais
eficiente para o tratamento de feridas através, por exemplo, da introducdo de novas
tecnologias para prevencéo e cura mais adequados. Portanto, produtos que oferecam
troca menos frequente do curativo, reduzam a dor e diminuam o risco de infec¢des
serviriam como grandes aliados no manejo de feridas (Al-gharibi et al., 2018; Cortez
et al., 2019).

Um estudo de Cortez et al., (2019) buscou avaliar os custos do tratamento de
lesBes cuténeas de dificil cicatrizacdo quando tratadas com curativos convencionais
e curativos modernos como hidrogéis e filmes. O tratamento tradicional levou cerca
de 620 dias, enquanto o mais moderno, 151 dias, com numero reduzido de trocas,
menor frequéncia de visitas do paciente ao servico e menor tempo gasto pelo
profissional de saude. Os autores também estimaram que, para um municipio
brasileiro com 200 pessoas em tratamento de lesfes cutaneas, o custo do tratamento
com curativos modernos seria 85% inferior ao tradicional (R$1.350.000,00 versus
R$208.000,00).

2.3 TRATAMENTO E MANEJO DE LESOES CUTANEAS

Apesar da pele ser capaz de regenerar por si s6 apds uma lesdo, essa
capacidade pode estar comprometida em condi¢cdes especiais, como em feridas de
grande extensdo, queimaduras profundas, feridas crbnicas, Ulceras e doencas

cronicas (Pereira; Bartolo, 2013). Os principais objetivos do tratamento de feridas sdo
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reduzir o tempo necessario para cura e minimizar consequéncias indesejadas, como
aparecimento de cicatrizes e infeccbes (Maver et al., 2015). Tradicionalmente, o
manejo de feridas inclui a limpeza e desbridamento do local, protecdo por meio de
curativos e tratamentos farmacoldégicos como drogas antimicrobianas e anti-

inflamatorias de aplicacéo topica (Zeng et al., 2018).

2.3.1 Medicamentos utilizados na prética clinica

Aliados aos curativos, medicamentos de uso topico sdo os mais utilizados no
tratamento farmacoldgico de feridas, pois apresentam vantagens se comparados com
a administragéo sistémica como desvio do metabolismo de primeira passagem e de
efeitos adversos sistémicos, além de facil aplicacdo. Porém, estes também podem
causar irritacdo, desconforto e reacdes alérgicas (Gushiken et al., 2021).

A aplicacao topica de antibidticos, quando necessaria, € de suma importancia
para melhor recuperacgdo do tecido, ja que a infecgcédo provoca extenso dano tecidual.
Apesar de tais beneficios, seu uso nédo deve ser prolongado devido a possibilidade de
resisténcia microbiana, reacdes de hipersensibilidade e dermatite de contato
(Gushiken et al., 2021). Antibioticos como os das classes dos aminoglicosideos, beta-
lactamicos, glicopeptideos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas sao geralmente
associados a curativos para o controle do processo infeccioso (Simdes et al., 2018;
Moeini et al., 2020).

Farmacos da classe dos anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) também
podem ser utilizados no controle do processo inflamatério exacerbado em feridas.
Estas agem através da inibicdo da cicloxigenase, enzima chave que cataliza a
biossintese de prostaglandinas. Seu efeito também resulta na diminuicdo da producéo
de EROS e da migracéo de neutrofilos para o sitio da inflamacé&o. Porém, o uso destas
drogas deve ser de curta duracéo, visto que seu uso prolongado atrapalha o processo
de cicatrizacao devido a diminuicdo da queratinizacéo, epitelizacdo e angiogénese
(Shukla et al., 2019).

Diante dos efeitos adversos causados por estes medicamentos, da limitacéo
de seu uso por longos periodos e do crescente desenvolvimento de microrganismos

resistentes aos antimicrobianos disponiveis comercialmente, faz-se necessario o
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estudo e desenvolvimento de novos tratamentos capazes de superar tais desafios.
Neste sentido, espécies de origem vegetal podem representar uma importante fonte
de novos compostos bioativos para o tratamento de lesdes cutaneas, considerando

seu extenso uso popular e estudos corroborando seu potencial bioldgico.

2.3.2 Curativos

A aplicacdo de curativos é o0 método mais comum para o tratamento de feridas,
ja que oferecem uma barreira fisica entre a pele lesionada e o ambiente externo. Um
curativo ideal seria aquele capaz, ndo s6 de proteger a ferida do ambiente, mas
também de remover excesso de exsudato, manter a hidratacdo, permitir a troca
gasosa, ser de facil remocéao, ndo causar reacdes alérgicas e ser biocompativel (Zeng
et al., 2018; Gushiken et al., 2021). A presenca de microrganismos na ferida gera
atraso no processo de cura, por isso, também se espera que um curativo ideal
apresente propriedades antimicrobianas para evitar infec¢des e formacao de biofilme
(Mirhaj et al., 2022).

Antes de 1960, curativos eram considerados produtos passivos com pequeno
papel no processo de cura da ferida (Liu et al., 2018). Porém, atualmente, cada vez
mais esforgos estdo sendo aplicados no desenvolvimento de curativos ativos e
funcionais. Os curativos tradicionalmente utilizados como gazes, algoddo e bandagem
apresentam baixo custo e facil fabricacdo, porém, apenas recobrem a ferida e
absorvem o exsudato, causando dor no momento da remocéo e necessidade de
trocas constantes (Mirhaj et al., 2022).

Para superar tais desvantagens, curativos mais modernos como filmes,
espumas, hidrocoléides, hidrofibras, alginatos e hidrogéis estdo sendo desenvolvidos
a partir de polimeros naturais ou sintéticos (Figura 3). Os biopolimeros apresentam
vantagem por serem biocompativeis e biodegradaveis, além de apresentarem boas
propriedades fisico-quimicas e maior semelhanca com a MEC, diminuindo o

aparecimento de reac0des alérgicas (Raju et al., 2022).
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Figura 3: Tipos de curativos de base polimérica.
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Fonte: Adaptado de Shi et al., (2023).

Filmes curativos sdo membranas poliméricas de espessura e tamanho
variaveis que se aderem a lesfes de diversos tamanhos e se adaptam a diferentes
partes do corpo (Raju et al., 2022). Possuem boa flexibilidade e resisténcia, absorvem
0 excesso de exsudato, sdo de facil remocéo e apresentam menor necessidade de
trocas frequentes, permitem a troca gasosa e sao uma boa barreira contra
contaminacgao externa (Savencu et al., 2021). Além disso, possibilitam a incorporacdo
de principios ativos, funcionando assim como um sistema de liberacdo direta de
drogas no sitio da ferida, acelerando o processo de cura (Raju et al., 2022).

Al-Gharibi et al., (2018) reforcam estas informacdes. Os autores fizeram uma
revisdo sistematica onde verificaram a presenca de diversos estudos que relacionam
0 uso de curativos tecnoldgicos e a cura mais rapida de feridas. Além de aumentarem
a taxa de cura, curativos modernos sdo mais custo-efetivos, visto que diminuem a
necessidade de troca do curativo e 0 tempo necessario para aplicacao.

Sendo assim, é possivel dizer que os curativos modernos oferecem maior conforto
e qualidade de vida ao paciente, maior eficiéncia e menor custo aos servi¢os de saude.
Tais fatores associados a tendéncia de crescimento do mercado, fazem dos curativos

tecnolégicos um ramo promissor para o desenvolvimento de novas formulagoes.
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2.4 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo catibnico natural composto de unidades N-
acetil-D-glucosamina e B (1> 4)-D-glucosamina oriundas da desacetilacdo parcial ou
total da quitina (Figura 4) (Savencu et al., 2021). A quitina é o segundo biopolimero
mais abundante na natureza, podendo ser obtido a baixos custos a partir de
crustaceos, fungos, parede celular de algas, exoesqueletos de insetos e moluscos
(Matica et al., 2019).

Figura 4: Processo de desacetilacdo da quitina e obtencédo da quitosana.
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Fonte: JIN et al., (2021).

Além da sua vasta aplicac¢do na industria de medicamentos, insumos médicos,
engenharia de tecidos, alimentos, cosméticos e na agricultura, a quitosana também
apresenta potencial como matéria prima para o desenvolvimento de curativos
tecnologicos para o tratamento de feridas (Matica et al., 2019). Isso se da pelas
vantagens de ser um polimero atéxico, biocompativel e biodegradavel, por apresentar
a habilidade de formar filmes mucoadesivos, além de desempenhar importantes
atividades biolégicas que aceleram o processo de cura da ferida (Savencu et al.,
2021).

Ademais, a quitosana € um eficiente material para o controle de liberacdo de
farmacos, atuando também como um indutor de permeacao de substancias pela pele.
Tal efeito se deve a interacdo da quitosana com as células epiteliais, o que resulta na
abertura das juncdes oclusivas e aumento da permeacéao paracelular pelo epitélio (Liu
et al., 2018).
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As propriedades fisico-quimicas da quitosana sdo importantes para
compreender sua funcionalidade. Uma das principais caracteristicas deste polimero é
a sua natureza policatibnica em meio acido, resultado da ionizacdo de seus
grupamentos amino distribuidos pela cadeia polimérica. A proporcéo de grupamentos
amino € diretamente relacionada ao grau de desacetilacdo da quitosana, fator que
influencia suas propriedades fisico-quimicas, biodegradabilidade e atividades
bioldgicas. A massa molar também é variavel e afeta tanto sua bioatividade, quanto
sua viscosidade, elasticidade e resisténcia (Matica et al., 2019; Moeini et al., 2020).

A bioatividade da quitosana tem papel importante em varios estagios da
cicatrizacdo de feridas. A coagulacdo e hemostase se iniciam imediatamente apos a
lesé@o e, nesse momento, a quitosana age acelerando tais processos, pois € capaz de
favorecer a ativacdo de plaquetas e bloquear terminacdes nervosas, reduzindo
também a dor (Bano et al., 2017; Liu et al.,, 2018). Na fase inflamatoria, estudos
indicam que curativos de quitosana aceleram o reparo tecidual, melhoram a funcgao
de células inflamatorias e regulam a liberacdo de mediadores inflamatoérios como IL-
8, prostaglandina E, IL-1B entre outros, favorecendo uma resposta mais adequada
(Liu et al., 2018).

Nas fases de proliferacdo e remodelamento, a quitosana pode servir como uma
matriz ndo-proteica para a regeneracdo da pele, estimular a proliferacdo de
fibroblastos, a angiogénese, regular a deposicédo de coladgeno e aumentar a sintese
de &cido hialurénico, acelerando a cura e prevenindo o aparecimento de cicatrizes (Liu
et al., 2018). A prevencao de cicatrizes € atribuida em especial a N-acetil-glicosamina
presente na quitosana, essencial para o reparo tecidual e componente principal do
tecido dérmico (Bano et al., 2017).

Formulacdes elaboradas a partir deste biopolimero também sédo Uteis para a
prevencdo de infeccdes por conta da sua atividade antimicrobiana intrinseca. Os
possiveis mecanismos envolvidos se devem a interacdo dos grupos anibnicos
presentes na superficie da parede celular bacteriana com os grupos catiénicos —NHs*
da cadeia polimérica da quitosana. Esta interacdo forma uma camada impermeéavel
na superficie da célula bacteriana e inibe o transporte de solutos essenciais para sua
sobrevivéncia (Figura 5) (Bano et al., 2017). Outra possibilidade é atribuida a invaséo

da quitosana no nucleo celular, a qual inibe a sintese de RNA mensageiro e,
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consequentemente, de proteinas (Moeini et al., 2020). O mesmo ocorre em célular
fungicas, onde o rompimento da membrana celular atribuido a interagdes
eletrostaticas entre a quitosana e fosfolipidides de membrana resultam na invasao do

polimero e na inibicdo da sintese de proteinas (Verlee et al., 2017).

Figura 5: Representacdo dos mecanismos de acao antibacteriano (A) e antifingico

(B) da quitosana.

A Imbalanco de=—— i, ;
( ) osmético .- @
H,0 o & 3 Peptidoglicanos
H L

B

55

S Py
&5 v
X >

Envelope
polimérico

9
9

° Nutrientes

Rompimento da membrana
celular devido a interagdes
eletrostaticas.

A quitosana penetra na
célula fungica, gerando
respostas intracelulares.

Fonte: Adaptado de Simdes et al., (2018) e Verlee et al. (2017).
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Alguns curativos compostos de quitosana ja estdo disponiveis no mercado,
sendo que a maioria deles atua como hemostatico, como por exemplo o Celox™
(MedTrade) e o ExcelArrest® XT (Hemostasis). O Chitoderm® (Trusetal) também é
comercializado como curativo, mas, diferente dos dois primeiros, € indicado para o
tratamento de infec¢gBes cutaneas (Matica et al., 2019). Curativos a base de quitosana
podem ser fabricados tanto sozinhos, quanto incorporados com antibiéticos, particulas
metalicas, compostos naturais e extratos com potencial na cicatrizacdo de feridas
(Kravanja et al.,, 2019). Bras et al., (2020) desenvolveram filmes de quitosana
incorporados com o extrato das folhas de Cynara Cardunculus L. para o tratamento
de feridas crbnicas. Os resultados exibiram promissora capacidade anti-inflamatéria e
cicatrizante aliadas a baixa citotoxicidade. Ademais, Abbas et al., (2022) buscaram
avaliar as atividades biolégicas de um filme de quitosana e do extrato das raizes de
Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton. Foi observada importante atividade
antimicrobiana e antioxidante, indicando que o curativo poderia ser usado no

tratamento de feridas e doencas infecciosas.

2.5 ESPECIES VEGETAIS NO TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS

O uso de plantas medicinais pela populacdo como tratamento para doencas
diversas € uma pratica comum a milhares de anos. Porém, somente a partir do século
IX, se iniciaram as investigacdes e as primeiras descobertas de fitocompostos com
atividades farmacoldgicas como a digoxina (Digitalis lanata) isolada por Claude-
Adolphe Nativelle, atropina (Atropa belladona) isolada por Mein, salicilina (casca do
salgueiro, Salix alba) isolada por Rafaele Piria, entre outros (Dutra et al., 2016). A
Figura 6 exemplifica alguns dos principais medicamentos desenvolvidos a partir de

produtos naturais até os anos 2000.
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Figura 6: Medicamentos oriundos de produtos naturais descobertos no ultimo século
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Fonte: Adaptado de Valli e Bolzani (2019).

Desde entdo, o interesse pela fitomedicina vem se expandindo pelo mundo.
Estima-se que o mercado global de produtos naturais de origem vegetal tenha
alcancado 165 bilhdes de ddlares em 2022 de acordo com o Fortune Business
Insights. Além disso, cerca de 50% dos novos medicamentos desenvolvidos entre
1981 e 2014 sao derivados de produtos naturais (Sorokina; Steinbeck, 2020).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta, abrigando cerca de 20%
do total de espécies de fauna e flora (BRASIL, 2023). Tal fator, associado ao uso
extenso de plantas pela medicina tradicional brasileira, colocam o pais em grande
vantagem na pesquisa e desenvolvimento de produtos naturais (Valli; Bolzani, 2019).

Diversas espécies vegetais e seus respectivos extratos sdo tradicionalmente
utilizados para o tratamento de feridas, jA que sdo capazes de induzir a cura e a
regeneracdo tecidual. Aléem de oferecerem uma fonte acessivel de compostos
bioativos, na maioria das vezes, provocam efeitos adversos minimos (Yazarlu et al.,
2021).

Visto que o reparo de lesbes cutaneas envolve mecanismos complexos, o
grande desafio para 0 manejo de feridas estd no desenvolvimento de tratamentos
considerados multifuncionais, ou seja, capazes de desempenhar uma combinacéo de
atividades biolégicas como anti-inflamatdéria, antimicrobiana, antioxidante e analgésica

(Serra et al., 2017). Estudos in vivo e in vitro tem demonstrado a capacidade de
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metabdlitos secundarios de exercerem tais efeitos no processo de cura de feridas,
modulando a produgcdo de citocinas e fatores de crescimento, promovendo a
regeneracao celular e a deposicao tecidual (Moeini et al., 2020).

No Brasil diversas plantas com potencial farmacologico para o tratamento de
feridas j& sdo aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
podem ser prescritas no Sistema Unico de Saude (SUS). Entre estas destaca-se
aguelas nativas do Brasil como Ananas comosus L. Merril (abacaxi); Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) B. Verlt. (crajiru); Caesalpinia leiostachya (Benth.) Ducke. (pau-
ferro); Carapa guianensis Aubl. (andiroba); Croton zehntneri Pax et Hoffm. (canela de
cunhd); Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta); Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira); Stryphnodendron adstringens Mart. (barbatim&o); Tabebuia avellanedae
Lorentz ex Griseb. (ipé rosa) (Marmitt et al., 2018).

Diante do exposto, fatores como a tendéncia de crescimento mundial do
mercado de plantas medicinais, a exuberante biodiversidade brasileira e o grande
potencial farmacoldgico das espécies vegetais, abrem caminhos para a pesquisa e

desenvolvimento de novas formulac¢des visando o tratamento de les6es cutaneas.

2.6 Acmella oleracea (L.) R.K Jansen: USO TRADICIONAL, FITOQUIMICA,
ATIVIDADE BIOLOGICA E APLICAC}()ES DA ESPECIE

Acmella oleracea (L.) R.K Jansen, popularmente conhecida como jambu, agrido
do para e agriao bravo, € uma espécie vegetal nativa da Amazodnia presente nas
regides tropicais e subtropicais do planeta (Gilbert; Favoreto, 2010; Lalthanpuii et al.,
2018). E uma planta herbéacea anual e perene da familia Asteraceae, medindo até 90
cm de altura (Figura 7). Essa espécie esta presente na cadeia produtiva alimentar do
Norte do Brasil e suas folhas e flores sdo usadas em pratos tipicos, como tacacéa e
pato no tucupi, devido ao sabor acre e pungente (Uthpala; Navaratne, 2021).
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Figura 7: Espécie vegetal Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen.

[A1]

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen. A: Planta inteira. Al: flor amarela e arredondada. A2: folha
ovalada e irregular. A3: haste.
Fonte: Adaptado de PERETTI et al., (2021).

Além do seu uso alimenticio, o jambu tem sua aplicacdo vasta e bem
documentada na medicina tradicional. A decoccédo de suas flores e folhas € utilizada
no tratamento de lesdes de pele e mucosas, assim como em casos de gripe, tosse,
tuberculose, dor de dente, malaria, infec¢cdes bacterianas e fungicas (Lalthanpuii et
al., 2018; Aravjo et al.,, 2021; Bellumori et al.,, 2022). A espécie é conhecida
popularmente como planta da dor de dente, devido ao efeito anestésico do seu
composto majoritario, o espilantol (Uthpala; Navaratne, 2021).

O cultivo do jambu é feito principalmente por pequenos agricultores em hortas
domésticas, com finalidade comercial, cujas técnicas de cultivo utilizadas sao as
tradicionais advindas dos povos nativos da Regido Amazénica. Por este motivo, é
considerada uma espécie de grande importancia para a economia familiar no Norte
do Brasil. A. oleracea apresenta facil cultivo e germinacédo rapida em clima quente e

umido, com ciclo de vida de 40 a 75 dias (Silva, 2023).
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Atualmente, o jambu tem atraido grande interesse no campo da medicina de
produtos naturais e como um nutracéutico, com aplicacdo cosmética, farmacéutica e
em alimentos (Silva, 2023). Porém, sua producao ainda é majoritariamente familiar, o
que limita o seu cultivo em escala (Homma et al., 2011).

As folhas de jambu podem conter diversos compostos fenélicos (acido vanilico,
acido clorogénico, escopoletina e acido trans-ferulico), flavonoides (quercetina) e
taninos. Tais compostos se concentram especialmente nas folhas da planta, e estédo
relacionados a sua forte capacidade antioxidante e anti-inflamatéria, por meio da
inibicdo de mediadores como a cicloxigenese e a lipoxigenase (Abdul-Rahim et al.,
2021).

Fitosterois como a B-sitosterol, stigmasterol, campesterol, a-amirina e -amirina
também sdo encontradas em A. oleracea e apresentam valor nutricional significativo
no combate a doencgas cardiovasculares. Ademais, terpenos como o B-cariofileno, B-
pineno, a e B-bisabolol, mirceno e limoneno sdo alguns exemplos desta classe de
compostos isolados nas partes aéreas de A. oleracea. Os terpenos, em especial 0 B-
cariofileno, sdo responsaveis por importantes atividades anti-inflamatoria, antiedema,
antitumoral e bactericida (Lalthanpuii et al., 2018; Savic et al., 2021; Murthy; Kee-
Yoeup, 2021).

As partes aéreas do jambu também sdo especialmente ricas em alquilamidas,
sendo que a maioria de suas atividades biolégicas é atribuida a presenca do
espilantol, responsavel também pelas caracteristicas sensoriais de formigamento e
anestesia (Lalthanpuii et al., 2018; Savic et al., 2021).

Baseados em sua vasta aplicacdo no tratamento de doencas pelos povos
tradicionais, as atividades biolégicas do jambu e seus fitoconstituintes vem sendo
investigadas. O extrato metandlico de jambu demonstrou ser eficaz na reducdo de
hiperpigmentacédo da pele e melhora da cicatrizagdo, aspectos importantes para o
tratamento de feridas. Ademais, o extrato metanodlico de jambu também demonstrou
ser eficaz na reducdo de hiperpigmentacdo da pele e melhora da cicatrizacao
(Uthpala; Navaratne, 2021).

Além disso, ajudando a corroborar o0 uso popular do jambu no tratamento de
doencas infecciosas, alguns estudos tém demonstrado o efeito antimicrobiano de

extratos da planta. De acordo com um estudo de Uthpala et al., (2021), o extrato
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aguoso das flores de A. oleracea exibiu valores de concentracdo inibitéria minima
inferiores a 1000 ug/mL para S. aures, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa e C. albicans.
Peretti et al., (2021) também verificaram que o extrato hidroalcoolico de folhas e raizes
de A. oleracea foi capaz de inibir o crescimento de Streptococcus mutans, bactéria

causadora da carie dental.

2.6.1 Alquilamidas

As alquilamidas sdo um grupo de metabdlitos secundarios relacionado a
variados efeitos farmacoldgicos (Elufioye et al., 2020). Sdo produzidas como resultado
da ligacao entre acidos graxos, insaturados em sua maioria, € um grupamento amina
proveniente de um aminoécido descarboxilado podendo ser alifatico, ciclico ou
aromatico (Figura 8). Esta ligacdo amida se assemelha as ligacGes peptidicas

encontradas nas proteinas (Sharma; Arumugam, 2021).

Figura 8: Estrutura molecular basica das alquilamidas.
O

R1 R

N/
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R1: cadeia de acido graxo; R2: aminoacido descarboxilado ou seus derivados; Rs: H /CH3z/OCHs /OH.

Fonte: Sharma; Arumugam, (2021).

O espilantol € uma alquilamida alifatica formada a partir do aminoécido valina,
precursor da porcao isobutilamina da molécula, e do acido a-linolénico (Figura 9)
(Silveira, 2017). Apresenta uma porcao amida relativamente polar e uma porcao graxa
mais apolar, o que confere uma caracteristica anfifilica e possibilita sua extracéo por
meio de solventes de diferentes polaridades (Uthpala; Navaratne, 2021).

O espilantol é amplamente distribuido em espécies das familias Asteraceae e
Piperaceae. Na familia Asteraceae esta presente ndo sO na espécie A. oleracea, mas

também em outras plantas do género Acmella como A. ciliate, A. oppositifolia, A.
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radicans, A. brachyglossa, A. paniculata e A. uliginosa, além de Welelia parviceps e
Heliopsis longipes (Barbosa et al., 2016). Apesar de ser encontrado em todas as
partes de A. oleracea, o espilantol é extraido em maior concentracdo nas flores
(Alcantara et al., 2015).

Figura 9: Estrutura quimica do espilantol (C14H23NO).
3I

1 [

Fonte: Barbosa et al., (2016).

Apesar dos mecanismos anti-inflamatérios do espilantol ndo serem totalmente
elucidados, um estudo in vitro de Bakondi et al., (2019) sugere que esta alquilamida &
capaz de inibir a expresséo de ciclooxigenase-2 (COX-2) e da enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS). Tais efeitos podem ser parcialmente atribuidos a inativacéo
do NF-kB. Ademais, outros estudos indicaram que compostos bioativos encontrados
na planta como terpenos, acido vanilico, flavonoides, escopoletina e acido trans-
ferudlico podem atuar sinergicamento ao espilantol por meio desta via.

De acordo com um trabalho de Fabri et al., (2021), realizado por nosso grupo
de pesquisa, o espilantol foi capaz de exercer atividade antifingica sobre uma cepa
multirresistente de Candida albicans. Tal composto interferiu na integridade da célula
fungica, causando o rompimento da membrana celular. De acordo com os autores,
um dos possiveis mecanismos de acdo do espilantol se da por sua ligacdo ao
ergosterol, fundamental para a integridade e manutencdo das caracteristicas fisicas
da membrana celular fungica (Fabri et al., 2021).

Em um estudo em modelo de dermatite atépica, o espilantol reduziu o
espessamento da epiderme e modulou a deposi¢cédo de colageno, além de regular a
infiltrac@o de células inflamatorias na lesdo (Abdul-Rahim et al., 2021). Spiegeleer et

al., (2013) também indicaram que alquilamidas como o espilantol, além de penetrarem
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de forma significativa pela pele, sdo capazes de aumentar a capacidade de
permeacdo de outros compostos, podendo potencializar o efeito farmacoldgico local.
Tais fatos ajudam a justificar a aplicacéo topica de preparacdes contendo alquilamidas
para reducdo da dor e doencas de pele como eczema e em cosméticos para a
suavizagéao de rugas.

Apesar de apresentarem diversas atividades bioldgicas e aplicagBes para a
industria farmacéutica, existem poucos produtos comerciais a base de jambu e de
espilantol disponiveis no mercado. A atividade analgésica do espilantol ja foi
estabelecida e é explorada em produtos como formulagbes de géis bucais de
espilantol com acgdo analgésica como o Buccaldol® (Alphamega, Franca) e o
Indolphar® (ID Phar, Bélgica), além de tinturas de uso tdpico contendo extrato de A.
oleracea para tratamento de infec¢des fungicas produzidas pela empresa belga A.
Vogel (Silveira et al., 2018).

O extrato de jambu, assim como espilantol, € capaz de relaxar a musculatura
lisa facial e, por isso, ganha destaque na formulacdo de cosméticos antirrugas e
antienvelhecimento. Como exemplo temos o Spilol®, ativo patenteado pela Natura
Cosmeéticos, o Gatuline® Expression AF e o Gatuline® In-tense da farmacéutica
Gattefossé SAS (Silveira et al., 2018).

Apesar da existéncia de estudos acerca do potencial bioativo do Jambu, a
aplicacao desta espécie especificamente para o tratamento de lesdes cutaneas ainda
€ pouco investigada. Diante disso, sabendo da complexidade do processo de cura de
lesbes cutaneas e do potencial farmacolégico da planta, objetiva-se com este trabalho,
o desenvolvimento de um filme polimérico de quitosana e extrato metandlico das
folhas de A. oleracea de forma a contribuir, ndo s6 para a melhoria da qualidade de
vida da populacéo através do tratamento de desordens cutaneas, mas também para
o desenvolvimento de produtos que fornegcam destaque a biodiversidade brasileira

atraves da valorizacdo da comunidade e economia locais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar o conhecimento acerca do potencial biolégico do extrato metandlico
das folhas de Acmella oleracea (AOM) e desenvolver um biocurativo (flmes

poliméricos) de quitosana contendo AOM, visando a aplicacao topica em feridas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a identificacdo dos constituintes de AOM por cromatografia liquida
ultrarrdpida acoplada a espectrometria de massas com analisador quadrupolo
tempo de véo (UFLC-QTOF-MS);

e Avaliar a citotoxicidade de AOM em cultura celular;

e Avaliar a atividade antioxidante de AOM in vitro;

e Avaliar a atividade anti-inflamat6ria de AOM em cultura celular;

e Avaliar a atividade antimicrobiana de AOM frente aos principais
microrganismos causadores de infecgdes cutaneas;

e Desenvolver os biocurativos de quitosana com diferentes concentracées de
AOM;

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica das solucbes precursoras dos
biocurativos e dos biocurativos contendo AOM;

e Avaliar o perfil de liberacéo de fitoconstituintes presentes nos biocurativos;

e Avaliar a citotoxicidade dos biocurativos em cultura celular;

e Avaliar a atividade antioxidante dos biocurativos in vitro.

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria dos biocurativos em cultura celular;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos biocurativos frente aos principais

microrganismos causadores de infec¢gdes cutaneas;
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4 MATERIAL E METODOS

O fluxograma disposto na Figura 10 apresenta um resumo dos ensaios
realizados no presente estudo.

Figura 10: Desenho experimental do trabalho.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.1 MATERIAL VEGETAL

O extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea (AOM) foi gentilmente
cedido pelo professor Dr. Alan Franco Barbosa, professor do Instituto Federal de

Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso - Campus Sorriso (IFMT - Campus
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Sorriso). O material vegetal (folhas) das amostras de Jambu foi coletado na Fazenda
Experimental do IFMT na cidade de Sorriso em maio de 2019. A fazenda experimental
estd localizada na regidao centro-norte do estado do Mato Grosso, Brasil, nas
coordenadas: 12°41'39,98" S e 55°48'22,04" O. A planta foi identificada como Acmella
oleracea L. e incorporada ao herbario da IFMT Campus Sinop (DRG786). A espécie
vegetal e a atividade a ser desenvolvida foram cadastradas no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
(nimero de cadastro: A114768).

4.2 PREPARO DO EXTRATO

As folhas coletadas foram lavadas com agua para remover residuos do solo e
higienizadas por meio de imersdo em solu¢do contendo 200 ppm (mg/L) de cloro
residual livre a partir de hipoclorito de s6dio com 10% de pureza durante 10 min. Em
seguida, uma ultima lavagem com solu¢do contendo 5 ppm (mg/L) de cloro residual
livre foi realizada durante 10 min, com subsequente drenagem da agua. O processo
de desidratacdo foi realizado em desidratador (Tecnal, TE-394/3 MP, Brasil) com
circulacao forcada de ar a 50 °C. O material vegetal desidratado (898,61 g) foi entdo
triturado e submetido a maceracdo com metanol 99,8% em temperatura ambiente. O
solvente foi removido em evaporador rotativo a 40°C. A extracéo foi efetuada durante
cerca de 40 dias, até a exaustdo. O extrato obtido (AOM) foi armazenado sob

refrigeracéo a 4°C.

4.3 TEORES DE FENOIS TOTAIS

A determinacédo do teor de fendis totais em AOM foi realizada de acordo com o
meétodo adaptado de Folin—Ciocalteu (Folin, 1927). Para isso, foi preparada uma curva
de calibracéo utilizando-se acido tanico como padréo, em concentracdes de 7,5 a 350
ug/mL, a partir de uma solugdo metandlica a 500 pg/mL. Para o doseamento da
amostra, foi preparada uma solucdo estoque de AOM a 1 mg/mL. Em microplaca de
96 pocos foram adicionados 120 uL do reagente Folin-Ciocalteu a 20 %, 30 uL da

amostra e 100 uL de carbonato de sédio (Na2CO3) a 4 %. Para o branco da amostra,
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a solucao reagente foi substituida por metanol. Decorridos 30 min de incubacéo ao
abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotbmetro UV-Vis a 770 nm. O
conteudo total de fendis foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de
acido tanico (EAT). O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para

a concentragéo testada.

4.4 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS DO EXTRATO POR
UFLC-QTOF-MS.

A analise dos fitoconstituintes presentes em AOM foi feito por meio da
cromatografia liquida ultrarrdpida acoplada a espectrometria de massa no modo de
ions positivos usando um Shi-madzu UFLC (modelo Nexera) e um espectrobmetro de
massa Bruker (modelo QTOF Compact) com fonte de ionizacao por eletrospray. Como
fase movel, foi utilizada agua acidificada com &cido férmico, pH = 3 (fase A) e metanol
(fase B), com vazao de injecéo de 0,4 mL/min e tempo de corrida de 12 min. A coluna
utilizada foi do tipo Kinetex 2,6 um, C18-100A, com dimensdes de 100 mm x 3,0 mm.

A corrida cromatografica comecou com 40% da fase B, aumentando para 70%
aos 12,20 min e 95% aos 15,70 min. Posteriormente, a fase movel foi devolvida a 40%
B aos 17,20 min para reequilibrar a coluna, seguindo até 18,50 min, com término em
20 min. As condi¢des de ionizagéo foram definidas da seguinte forma: voltagem de
eletrospray da fonte de ions de 40 V, voltagem capilar de 4500 V e temperatura capilar
de 220 °C. A aquisicdo de massa de varredura completa foi realizada por varredura
de 100 a 1000 m/z.

A comparacao do perfil de fragmentag&o dos constituintes presentes no extrato
foi feita por meio do banco de dados Wiley e dados da literatura. A analise foi realizada
em colaboracdo com a Fiocruz através da Plataforma de Métodos Analiticos de

Farmanguinhos/Fiocruz.

4.5 LINHAGENS CELULARES E CULTURA

Fibroblastos L929 (ATCC®CCL-1 NCTC) foram cultivados em meio Dulbecco’s

modified Eagle medium (DMEM) suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino e 1%
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da solugdo dos antibidticos [Penicilina (100 ug/mL) e Estreptomicina (100 pug/mL)].
Macréfagos da cavidade peritoneal obtidos a partir de camundongos BALB/c foram
cultivados em meio RPMI-1640 suplementado com 2Mm de L-glutamina, 5% de SFB
e solugao de antibidticos [Penicilina (100 pg/mL) e Estreptomicina (100 pg/mL)]. O
protocolo para utilizacdo de linhagens de macréfagos peritoneais foi aprovado pelo
Comité de Etica para a Investigacido Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora
(n° 007/2018-CEUA). Tanto os fibroblastos L929 quanto macréfagos peritoneais foram

mantidos em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO: até o dia do experimento.

4.6 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO

4.6.1 Andlise da citotoxicidade de AOM em fibroblastos L929 e macrofagos

peritoneais

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2Htetrazolio (MTT) (MOSMANN, 1983). Os fibroblastos L929 cultivados
foram transferidos para microplacas de 96 pocos (5x1032 células/poco), assim como os
macréfagos peritoneais murinos (2x10° células/poco). Ambos foram tratados com
AOM em concentracbes que variaram de 18,75 a 300,00 uyg/mL. Para o controle,
foram utilizadas células tratadas apenas com dimetilsulfoxido (DMSO). As células
foram incubadas por 48 h em 5% CO2 a 37 °C. Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi
removido e adicionou-se 90 uL de meio suplementado acrescido de 10 yL de solucdo
de MTT a 5 mg/mL, para que entdo as placas fossem incubadas por 2:30 h a 37 °C
com 5% de CO2. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para as
concentracfes testadas. A absorbancia (Abs) foi lida a 570 nm em espectrofotémetro

e a viabilidade celular (%) obtida pela seguinte férmula:

Abs (amostra)

% células viaveis = 100

Abs (controle negativo)

Onde,

» Abs (amostra): absorbancia medida apds tratamento das células com a amostra;
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* Abs (controle): absorbancia medida apds tratamento das células com DMSO

(veiculo).

4.6.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

4.6.2.1 Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Os niveis intracelulares de EROS em macrofagos peritoneais estimulados
com lipopolissacarideo (LPS) e IFN-y foram avaliados usando 2’,7’-diacetato
de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) (Stroppa et al., 2017). As células foram
incubadas por 48h na presenca de diferentes concentracées de AOM (18,75 a 300,00
Mg/mL) e estimuladas com LPS a 1 ug/mL e IFN-y a 1 ng/mL. Macréfagos estimulados,
gue nao receberam tratamento, foram utilizados como controle. Apés este periodo, 0s
macrofagos foram lavados com PBS e incubados com H2DCFDA (1 mM) por 30 min
ao abrigo de luz a 37°C e CO2 5%. Os niveis de EROS foram avaliados por
espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 485/528
nm de excitacdo e emissdo, respectivamente. Os resultados foram expressos em
intensidade de fluorescéncia. O experimento foi realizado em duplicata e em trés
réplicas para as concentracdes testadas.

4.6.2.2 Sequestro de radicais livres (DPPH-)

A atividade sequestrante de radicais DPPH+ foi determinada pelo método
descrito por Brand-Williams et al., (1995). O extrato e os controles positivos (rutina e
guercetina) foram solubilizados em metanol (MeOH) obtendo-se uma solucdo a 1
mg/mL. 100 pL das solugBes do extrato e controles positivos foram transferidos para
microplaca de 96 pocos e foram realizadas diluicbes sucessivas com 50 uL de MeOH.
Em seguida, 150 uL da solucdo reagente de DPPH 20 ug/mL em MeOH foram
adicionados aos pocos, resultando em concentra¢cdes de 250,00 a 0,49 ug/mL. O
branco da amostra foi preparado pela substituicdo do reagente DPPH pelo MeOH. J&
0 controle negativo foi preparado apenas com DPPH sem as amostras. A placa foi

incubada por 30 min ao abrigo de luz para que entéo fosse medida a absorbancia em
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espectrofotometro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a
517 nm em temperatura ambiente. O experimento foi realizado em duplicata e em trés
réplicas para as concentracfes testadas. Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo da concentracao inibitoria de 50% (ICso) em ug/mL, que indica a
guantidade necessaria de amostra para inibir em 50% a acdo oxidante do radical
DPPH- e como porcentagem de inibicdo do radical DPPH, de acordo com a seguinte

formula:

L Abs DPPH — Abs Amostra
% Inibicdo = A BS DPPH x 100

Onde,
* Abs DPPH: absorbéancia mensurada para o radical DPPH-

» Abs amostra: absorbancia mensurada para as amostras.

4.6.2.3 Poder de reducédo do complexo fosfomolibdénio.

O ensaio foi baseado no método descrito por Prieto et. al., (1999). O extrato e
0s controles positivos (quercetina, rutina) foram solubilizados em solucdo
hidroalcoolica (MeOH:H20) na propor¢éo 1:1, resultando em soluc¢des de 0,5 mg/mL
para a amostra e controles positivos. 300 uL das amostras e 2 mL da solucéo reagente
(1,12 mL da solucdo de fosfato, 0,48 mL de molibdato, 0,4 mL de H2SQO4) foram
adicionados em tubos de ensaio. O branco da amostra foi preparado substituindo-se
a solucéo reagente por MeOH e o branco do experimento foi preparado substituindo-
se a amostra pela solu¢do hidroalcéolica. Em seguida, os tubos foram fechados e
aguecidos em banho-maria a 95°C por 90 min. Apdés este periodo, os tubos de ensaio
foram resfriados em banho de gelo e 200 uL das solu¢des foram transferidas para
microplaca de 96 pocos para que entéo fosse realizada a leitura em espectrofotometro
UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 695 nm. O
experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para as concentracdes

testadas. Os resultados foram expressos em porcentagem de Atividade Antioxidante
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Relativa (AAR%) a quercetina e rutina (Negri et al., 2009; Zocoler et al., 2009),

conforme a equacéo abaixo:

Abs (amostra)—Abs (branco amostra)

AAR% = 100

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

Onde,

* Abs (controle positivo): absorbancia dos controles positivos, quercetina e rutina;
» Abs (amostra): absorbancia das amostras;

* Abs (branco amostra): absorbéncia do branco das amostras; e

» Abs (branco controle positivo): absorbancia do branco dos controles positivos.

4.6.2.4 Inibicdo da formac&o de malondialdeido

A determinacédo da peroxidacao lipidica pela quantificacdo de malondialdeido
(MDA) foi realizada de acordo com o método descrito por Osawa et. al., (2005) com
algumas modificacbes. Para AOM e o BHT (controle positivo) foram utilizadas as
concentracdes de 7,5; 15 e 30 mg em 200 uL de metanol. O preparo do homogenato
de cada amostra se deu pela adicdo, em cada béquer, de 25 g de carne moida, 17 mL
de agua destilada e as amostras previamente solubilizadas. Os homogenatos foram
entdo aquecidos em chapa aquecedora até o0 aparecimento da coloragéo
“amarronzada” (carne cozida). Em seguida, o volume de cada bequer foi completado
para 100 mL de agua destilada e procedeu-se a homogeneizacdo da mistura. Como
controle negativo (100% de oxidacao), foi utilizado um homogenato apenas com
adicdo de metanol (sem adicdo de amostra). Os homogenatos foram entéo
transferidos para frascos ambar vedados e armazenados sob refrigeracdo durante 7
dias. Para a quantificacdo de MDA, foram realizadas leituras das absorbancias dos
dias 0, 1, 3, 5 e 7. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 0,5 g de homogenato, 50 pL
de BHT, 2,5 mL de &cido fosforico a 1 % e 1,25 mL de 4cido tiobarbiturico (TBA) a 1%.
As solugdes foram aquecidas por 15 min em banho-maria & 100 °C e em seguida
resfriadas em banho de gelo por 10 min. Apds o resfriamento, adicionou-se 3 mL de
butanol em cada tubo para que entdo fossem centrifugados a 4000 rpm por 5 min.

Logo apos, aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram adicionadas a microplaca de
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96 pocos e procedeu-se a leitura em espectrofotometro UV-Vis (ThermoScientific
Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 535 nm. O MDA formado apdés tratamento com
as amostras foi determinado a partir de uma curva padrdo de MDA. O experimento

foi realizado em duplicata e em trés réplicas para as concentracdes testadas.

4.6.2.5 Inibicao de radicais de éxido nitrico (NO) pelo método de Griess

A determinacédo da capacidade de inibicdo de radicais de 6xido nitrico pelo AOM
foi realizada de acordo com a metodologia adaptada Rocha et al.,(2014) com algumas
modificacdes. Foram preparadas solucdes estoques de 1 mg/mL de AOM e do
controle positivo acido gélico, solubilizados em tampé&o fosfato a 10% de DMSO. As
amostras e o controle foram avaliados nas concentracfes seriadas de 7,81 a 250
ug/mL. Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 62,5 uL de amostra e 62,5 uL
de nitroprussiato de sédio NPS (10mM em tampéao fosfato). O branco da amostra foi
preparado pela substituicdo do NPS por tampéo fosfato. J& no controle negativo as
amostras foram substituidas por tampéao fosfato a 10% de DMSO. A placa foi entdo
incubada por uma hora na presenca de luz e em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se 125 uL do reagente de Griess (Sulfanilamida 1% e N-naftiletilenodiamina
(NED) 0,1% 1:1 em H3POs4 2,5%). Apos 10 min de incubagédo ao abrigo de luz,
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. O experimento foi realizado em
duplicata e em trés réplicas para as concentracdes testadas. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrao da porcentagem de inibicdo do radical 6xido
nitrico e da concentracao inibitéria de 50% (ICso0) em pg/mL, que indica a quantidade

necessaria de amostra para inibir em 50% o 6xido nitrico.

4.6.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria

4.6.3.1 Reducao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

A producédo de NO foi avaliada de forma indireta por meio da quantificacédo de
nitritos (NOz2") por meio do método de Griess descrito por Sun et al., (2003). Os

macréfagos peritoneais foram tratados com AOM em concentragdes variando de
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18,75 a 300,00 pg/mL e estimulados com LPS a 1 ug/mL e IFN-y a 1 ng/mL. Apés,
essas células foram incubadas por 48 h em estufa a 37°C com atmosfera de CO2 5%.
Como controles foram utilizadas células néo tratadas e estimuladas com LPS e IFN-y
(controle-estimulo) e células sem tratamento e sem estimulo (controle-basal). Apds o
tempo de incubacédo, o sobrenadante foi transferido para placa de 96 pocos onde foi
realizada a dosagem indireta de NO. A leitura das absorbancias foi realizada em
espectrofotometro a 540 nm. A quantidade em uM de NO2" nas amostras foi obtida
por meio de curva padrao de diluicdo seriada (18,75 a 300,00 pg/mL) de uma solucao
de nitrito de sédio (NaNO2) (Guevara et al., 1998). O experimento foi realizado em

duplicata e em trés réplicas para as concentracdes testadas.

4.6.3.2 Acumulo de corpusculos lipidicos (CLs) em macrofagos estimulados com LPS
e IFN-y

A determinacédo do acumulo de CLs foi realizada em macrofagos peritoneais na
presenca de AOM nas concentracfes de 150,00 e 300,00 ug/mL e estimulados com
LPS e IFN-y. Para verificagcdo dos resultados foi utilizado o marcador Nile Red (9-
dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona) de acordo com Basselin et al., (1997) com
algumas modificacdes. Os macrofagos foram plaqueados nas concentragdes de 2 x
10° células por poco, incubados com AOM e estimulados por 48 h a 37 °C e 5% CO2.
Como controles foram utilizadas células nao tratadas e estimuladas com LPS e IFN-y
(controle-estimulo) e células sem tratamento e sem estimulo (controle-basal). Em
seguida, as células foram lavadas com PBS e coradas com 200 puL de Nile Red (10
pg/mL) em PBS por 20 min a 25 °C. A leitura foi realizada em espectrofluorimetro
(FLx800) nos comprimentos de onda de 485 e 528 nm de excitacdo e emissao,
respectivamente. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para as
concentracbes testadas e o0s resultados foram expressos em intensidade de

fluorescéncia.
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4.6.3.3 Dosagem de citocinas pro-inflamatorias

Foram realizadas as dosagens das citocinas TNF-a e IL-6 para avaliar a
atividade anti-inflamatoria de AOM frente a macréfagos peritoneais. As células foram
tratadas com AOM nas concentracoes de 150,00 e 300,00 pug/mL, incubadas por 6 h
e, em seguida, estimuladas com LPS e IFN-y por 24 h em 5% de CO2 a 37 °C. Como
controles foram utilizadas células ndo tratadas e estimuladas com LPS (controle-
estimulo) e células sem tratamento e sem estimulo (controle-basal). Nos
sobrenadantes coletados, as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 foram
guantificadas pelo método imunoenzimatico (do inglés, enzyme linked immunosorbent
assay - ELISA) do tipo sanduiche, utilizando kit comercial BD OptEIA™ (BD
Biosciences) conforme protocolo do fabricante. As absorbancias foram determinadas
em espectrofotometro a 450 nm e as concentracdes das citocinas (pg/mL) calculadas
em comparacao a curva padrédo. O experimento foi realizado em duplicata e em trés

réplicas para as concentracdes testadas.

4.6.4 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

4.6.4.1 Linhagens microbianas

Para verificar o potencial antibacteriano de AOM, as seguintes linhagens de
bactérias foram utilizadas: Escherichia coli (ATCC® 10536™), Staphylococcus
epidermidis (ATCC® 0016™), Staphylococcus aureus (ATCC® 33591™),
Pseudomonas aeruginosa (INCAS 2742). J4 o potencial antifungico foi investigado
para as seguintes linhagens: Candida albicans sensivel aos antifungicos
convencionais (ATCC® 24433™), e Candida albicans resistente aos antiflingicos
convencionais (ATCC® 10231™).

4.6.4.2 Determinacdo da Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

O experimento foi realizado de acordo com o protocolo descrito pela CLSI para
determinacdo do CIM (CLSI, 2017; CLSI, 2018). As linhagens bacterianas foram
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previamente cultivadas em agar Mueller-Hinton (MH), e as linhagens fungicas em agar
Sabouraud (SB). As bactérias foram incubadas a 37°C por 24 h, enquanto os fungos
foram incubados a 35°C pelo mesmo periodo. O experimento foi realizado através do
meétodo de microdiluicdo em caldo para determinar a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) das amostras frente a espécies mencionadas no 4.6.4.1. Os testes foram
realizados usando caldo MH para as bactérias e caldo RPMI para os fungos . Os
in6culos foram elaborados utilizando os microrganismos cultivados em agar diluidos
em salina, para bactérias, e diluido em agua destilada, para fungos.

A amostra AOM foi solubilizada em DMSO 20%, obtendo-se uma solucéo a 2,5
mg/mL. Foram transferidos 160 pL desta solucéo para placa de 96 pogos contendo
meio de cultura para que entdo fossem realizadas diluicbes seriadas, as quais
resultaram em concentracdes de 1000 a 7,8 ug/mL. Em seguida, foram adicionados
20 yL de inoculo contendo 3 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de coldnias/mL)
para as bactérias e 3 x 10* UFC/mL para os fungos de acordo com a escala
turbidimétrica padrdo de 0,5 e 1 McFarland, respectivamente. Tais analises foram
realizadas simultaneamente com o controle de crescimento (caldo + microrganismo),
0 branco do experimento (caldo + extrato) e o controle do meio (caldo). As placas
contendo bactérias foram enté@o incubadas a 37°C por 24 h, enquanto as placas com
fungos foram incubadas a 35°C pelo mesmo periodo. Os resultados de CIM foram
definidos de acordo com o poco de menor concentragdo de AOM onde nao foi
observado crescimento microbiano. Ciprofloxacino e nistatina foram utilizados como
controle positivo para bactérias e fungos, respectivamente. O experimento foi
realizado em duplicata e em trés réplicas para as concentracdes testadas.

4.6.4.3 Determinacgéo da Concentragdo Bactericida e Fungicida Minima (CBM e CFM)

As concentracdes bactericidas (CBM) e fungicidas minimas (CFM) foram feitas
de acordo com o método de Spencer e Spencer (2004), com modificacdes. Apos a
realizacdo do CIM, 10 pL de cada pogo onde ndo se observou crescimento microbiano
foram retirados e transferidos para placas com agar MH (bactérias) e agar SB

(fungos). As placas foram entéo incubadas a 37°C por 24 h para bactérias e 35°C por
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24 h para os fungos. Se apdés o periodo de incubacdo o microrganismo ndo retomou
0 seu crescimento, considera-se a concentracdo de AOM como bactericida/fungicida.

4.7 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE QUITOSANA

Os filmes de quitosana foram elaborados de acordo com a técnica de
evaporacao de solvente segundo metodologia adaptada de Escércega et al., (2018).
Os filmes sdo aqui denominados como Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR,
0s quais correspondem, respectivamente, aos filmes de quitosana e AOM a 5%, 2,5%
e 1% de extrato (p/v) e ao filme de quitosana sem extrato (filme branco). Foi utilizada
a quitosana da marca Sigma-Aldrich (n°® 448869) de baixo peso molecular e grau de
desacetilagdo = 75%.

Para o desenvolvimento da solugdo precursora dos filmes, uma solucdo de
quitosana 2% (p/v) em &cido acético 1% (v/v) foi mantida em agitacao por 1 hora em
agitador mecanico Fisatom® em aproximadamente 1100 rotacdes por minuto para
completa dissolucéo do polimero. Em seguida, foi adicionado o plastificante (glicerina
7,5% v/v) e a agitacdo prosseguiu por mais 30 min. A solugéo precursora obtida foi
dividida em 4 fracdes de 12 mL cada, para que entdo diferentes concentracdes de
AOM, previamente solubilizados em 1,5 mL de metanol, fossem incorporadas em sua
respectiva fracdo. Ao filme branco adicionou-se apenas 1,5 mL do solvente metanol.
As 4 fracBes resultantes foram desgaseificadas e completamente solubilizadas em
banho ultrassdnico por 1h em temperatura ambiente. Apds este periodo, cada fracéo
foi vertida em sua respectiva placa de petri (diametro de 9 cm) e secas em estufa a
45°C por 18h. Os filmes prontos foram mantidos sob refrigeracédo entre 4 e 5°C. O
processo de obtencado dos filmes e suas composicdes estdo descritas na Figura 11 e

na Tabela 1.

Tabela 1: Composicéo dos biocurativos (filmes poliméricos) de quitosana e AOM.

_ _ Quitosana Glicerina Extrato Extrato
Biocurativo
(p/v) (VIv) (p/v) (mg/cm?)
Q-AOM5% 2% 7,5% 5% 471,81

Q-AOM2,5% 2% 7,5% 2,5% 337,01
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Q-AOM1% 29% 7,5% 1% 125,82
Q-BR 29% 7,5% - -

Figura 11: Esquema de elaboracao dos filmes de quitosana com diferentes

concentracdes de AOM.

N LT U B N N =

Fragao Fragao Fragao

Branco

— > —= 2 AOM 5% AOM 2,5% AOM 1%
Foi elaborada uma solucdo A soluc&o foi mantida Adicionou-se glicerina 7,5% (v/v).
de quitosana 2% (p/v)em  em agitacdo por 1 hora A agitacéo prosseguiu por mais | : )
acido acético 1% (v/v) 30 min. [

e 2 2 2 2

As placas foram mantidas em As solucdes foram vertidas As solucdes precursoras dos filmes
estufa a 45°C/12h e entdo em placas de petri. foram desgaseificadas por 1h/TA em
armazenadas sob refrigeracdo banho ultrassoénico

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

4.8 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS SOLUCOES PRECURSORAS DOS
BIOCURATIVOS (FILMES POLIMERICOS)

4.8.1 Determinacdo da Condutividade elétrica e Potencial Zeta (PZ)

O potencial Zeta (PZ) e a condutividade das solu¢des precursoras dos filmes
foram determinados no Zetasizer Nano ZS90 da Malvern através da técnica de micro-
eletroforese Doppler, com angulo de espalhamento de luz a 173° e DDP alternada 10
V, a partir dos valores de mobilidade eletroforética, calculado pelo modelo de
Smoluchowski (Lanna et al., 2016). As solucdes precursoras foram inseridas em célula
capilar de polietileno DPS1070. O valor final de PZ e condutividade foram calculados
como a média de 5 medidas independentes com 5 contagens cada. Os dados foram
entdo exportados e tratados no GraphPad Prism 8.0.1.
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4.8.2 Determinacado dos parametros reoldgicos das solugfes precursoras

O comportamento reolégico das solugBes precursoras foi investigado por
reologia estacionaria e oscilatéria em um redmetro automatizado DHR1 da T.A.
Instruments. A elaboracéo das curvas de fluxo e de viscosidade foi feita através de
varredura da taxa de cisalhamento, isotermicamente. Também foi feita a medida da
viscosidade em funcdo da temperatura, isorrotacionalmente. Ja a reologia oscilatéria
foi utilizada para determinacédo das caracteristicas viscoelasticas das solugfes através
da elaborac&o de uma curva de varredura de amplitude (modulo de perda G" e médulo
de armazenamento G' versus tensdo de cisalhamento). Os experimentos foram
realizados utilizando geometria placa-placa, gap de 1000 um, taxa de cisalhamento
variando de 0 até 1000 s, a 25 °C (controlado via placa peltier). Os experimentos em
funcdo da temperatura foram realizados varrendo-se ciclicamente a temperatura de

10 °C a 50 °C, numa taxa de cisalhamento constante de 5 s™.

4.9 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS BIOCURATIVOS (FILMES
POLIMERICOS)

4.91 Perfil de liberacao

O perfil de liberacdo de fitoconstituintes de AOM, a partir dos filmes, foi
realizado objetivando mimetizar a liberacdo dos compostos apds aplicacdo na
superficie da pele. Os filmes de Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR foram
cortados e fixados na abertura de tubos falcon de 1,6 cm de didmetro. Os tubos foram
entdo posicionados em béqueres contendo fluido de ferida simulado, constituido por
0,68 g de NaCl, 0,22 g de KClI, 2,5 g de NaHCOs3 e 0,35 g de NaH2PO4 em 100 mL de
agua destilada a pH 7,4 (Pansara et al., 2020), de forma que a superficie dos filmes
ficasse em contato direto com o fluido (Figura 12). O volume de fluido para as
diferentes concentracbes de AOM foi previamente calculado para que o teste de
liberacdo fosse conduzido sob condi¢éo sink, ou seja, no minimo 3 vezes o volume de

meio necessario para se obter solucdo saturada de ativo (BRASIL, 2021). Os
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béqueres permaneceram sob agitacdo constante e temperatura & 34 °C durante todo
0 experimento. Foram retiradas aliquotas de 500 uL com reposicdo de volume
equivalente a cada 20 min durante a primeira hora; a cada 30 min na segunda hora; e
a cada 1 h nas coletas subsequentes, totalizando 8 h de experimento. Com as
aliquotas coletadas foi realizada varredura por espectrofotometria de ultravioleta
(ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) entre os comprimentos de
onda de 200 e 400 nm. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas
para as concentracdes testadas. Uma curva padrao de AOM foi elaborada com
objetivo de estimar a porcentagem de liberacdo do extrato a partir dos filmes versus

tempo.

Figura 12: Esquema de liberag&o de fitoconstituintes a partir dos filmes.

2= A e

= A

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
4.9.2 Teores de fendis totais liberados no ensaio de perfil de liberacéo

A determinacao do teor de fendis totais foi realizada nas aliquotas coletadas nos
intervalos de tempo pré-determinados durante o ensaio de perfil de liberacdo. O
procedimento seguiu o0 método adaptado de Folin—Ciocalteu (Folin, 1927) de acordo
com o descrito no item 4.3. O experimento foi realizado em duplicata e em trés
réplicas, e a média + desvio padréo foi utilizada para o calculo do teor de fendéis. O
conteudo total de fendis foi expresso em mg/g de extrato, em equivalentes de acido
tanico (EAT).
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4.9.3 Avaliacéo dos filmes por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizacdo morfologica da microestrutura dos filmes poliméricos Q-
AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR foi conduzida utilizando-se um microscopio
eletrénico de varredura (MEV) (JEOL JSM-6390LV, Téquio, Japao) para captura de
imagens em 3 diferentes pontos da superficie dos filmes em aumentos de 1500x e
3500x e da seccéo transversal.

4.9.4 Determinacdo de peso médio e espessura.

A determinacdo de peso médio e espessura dos filmes seguiram metodologia
proposta por Shah et al., (2019). A avaliacdo do peso médio dos filmes poliméricos foi
realizada em balanca analitica (Shimadzu AY220) por meio da pesagem de dez
fracOes individuais de 1,5x1,5 cm retiradas de pontos distintos para cada amostra de
filme (Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR). J4 a espessura dos filmes foi
medida por meio de um micrdometro digital portatil (Insize, modelo 3109-25) com 0,001
mm de precisdo na faixa de 0-25 mm nas mesmas 10 amostras utilizadas na
determinacdo do peso médio. Os resultados das andlises foram expressos como

média + desvio padrao e coeficiente de correlacéo.

4.9.5 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi determinado pelo método gravimétrico de
acordo com Shah et al., (2019). Resumidamente, 3 unidades de cada filme Q-
AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR medindo 1,5x1,5cm foram pesados em
balanca analitica (Shimadzu AY220), obtendo-se o peso inicial (Pi). Entéo, os filmes
foram acondicionados por 24 h em estufa (Quimis, modelo Q316M2) a 60°C, com
circulacdo forcada de ar. Apos este periodo, os filmes foram novamente pesados para
que fosse identificada sua massa final (Pf). A porcentagem de umidade foi
determinada pela equacao abaixo:
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(Pi-Pf)
Pi

Umidade (%) = x 100

Onde,

* Pi: Peso inicial dos filmes

* Pf: Peso final dos filmes

4.9.6 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento dos filmes foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Pansara et al., (2020) e Tamahkar et al., (2020). 3 unidades
de cada filme nas dimensdes de 1,5x1,5 cm foram previamente pesados (Po) em
balanca analitica (Shimadzu AY220) e entdo imersos em liquido de feridas simulado
a 34 °C. Nos intervalos de 1h, 2h, 4h, 6h e 8h os filmes foram retirados do fluido com
o auxilio de uma pinca e depositados sob papel filtro para remocédo do excesso de
liquido, para que entdo fossem novamente pesados. A capacidade de intumescimento

foi determinada por meio da equacao:

Pi—-PO x 100
PO

Intumescimento (%) =

Onde,
* Po: Peso do filme seco
* Pi: Peso do filme molhado

4.9.7 Andlise termogravimétrica (TGA)

Para avaliacdo do perfil térmico dos filmes em comparacao com os precursores
(p6 de quitosana e AOM), foram obtidas curvas de analise termogravimétrica (TGA) e
de termogravimetria derivada (DTG) das amostras. A TGA fol realizada em atmosfera
oxidante (ar) a 300 mL/min e a uma taxa de aquecimento de 30°C/min. Durante os
experimentos, foram utilizados cadinhos de platina e até 2 mg de cada amostra
(Denadai et al., 2006b; Lanna et al., 2016). Os experimentos foram realizados em
modulo termogravimeétrico em equipamento TGA/DTA STA-7800 da HITACHI. Para a
aquisicdo dos dados foi utilizado o programa TA7000 Measurement STA7200RV.

Estes foram entédo exportados e tratados no OriginPro 9.0®.
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4.9.8 Espectroscopia eletronica vibracional naregiao do Infravermelho (FTIR)

Para identificar possiveis interacdes intermoleculares entre os componentes de
AOM com a quitosana foi realizado o ensaio de espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho em um espectrometro de infravermelho com transformada de
Fourier. O espectro das amostras (flmes e AOM) foram obtidos em acessoério de
refletancia total atenuada (ATR) da marca PIKE acoplado ao espectrometro. Apés a
aplicacédo direta de cada amostra sobre a superficie de diamante do mdédulo de ATR,
os espectros foram obtidos como a média de 64 varreduras consecutivas, com
resolucdo de 4 cm™ e adquiridos em um intervalo de nimero de onda 4500 a 400 cm-
1, Para a aquisicdo dos espectros foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum Two,
da OXFORD Instruments. Os dados foram entéo exportados e tratados no OriginPro
9.0®.

4.9.9 Caracterizagbes por Analise Dinamico Mecanica nos modos axial e

rotacional

O comportamento mecéanico dos filmes foi avaliado por meio de Analises
Dinamico Mecéanicas, utilizando-se o redmetro automatizado DHR1 (T.A. Instruments)
acoplado ao acessorio de DMA de fixacao linear, a temperatura de 25 °C. Durante os
ensaios de tracdo (axial), os filmes de 3 x 0,4 cm foram fixados no acessorio e
submetidos a uma tracdo com velocidade constante de 1000 um/s, até a ruptura. Para
0s experimentos no modo tangencial (rotacional), os filmes foram fixados no acessorio
com um gap de 3 cm e submetidos a rotacdo a uma velocidade angular de 2 rad/s. Os
experimentos foram realizados em quintuplicata e os resultados foram expressos em
forca axial (para o modo axial) e em forga tangencial (para o0 modo rotacional) do ponto
de ruptura para cada filme na presenca e na auséncia de extrato (Altiok et al., 2010).
Para a aquisicao dos dados foi utilizado o programa TRIOS v4.5.0.42498. Estes foram

entdo exportados e tratados no GraphPad Prism 8.0.1.
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4.10 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS FILMES

4.10.1 Andlise da citotoxicidade em fibroblastos L929 e macr6fagos peritoneais

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2Htetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). Os fibroblastos L929 cultivados
foram transferidos para placas de 24 pocos (5x10° células/poco), assim como os
macroéfagos peritoneais (2x10° células/pogo). Em seguida, os filmes Q-AOM5%, Q-
AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR foram cortados nas dimensdes de 2x2 mm e
adicionados aos pocos, para que entdo as placas fossem incubadas novamente por
48 h. Para o controle negativo, foram utilizadas células tratadas apenas com DMSO.
Apés este periodo, a citotoxicidade foi avaliada conforme metodologia descrita no item
4.6.1. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para cada filme.

4.10.2 Avaliagdo da atividade antioxidante

4.10.2.1 Sequestro de radicais livres (DPPH?*)

A atividade sequestrante de radicais DPPH+ foi determinada pelo método
descrito por Brand-Williams et al., (1995). O preparo das amostras foi realizado por
meio de liberacdo forcada em centrifuga e liberacdo estatica em 24h. Na liberacéo
forcada, os filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR medindo 4x4 mm
foram imersos em 1,5 mL de metanol e centrifugados a 2300 rpm por 10 min (Chu et
al., 2019). Na liberacdo estatica, os filmes nas mesmas dimensfes citadas
anteriormente foram imersos em 1,5 mL de metanol e incubados em estufa a 34 °C
por 24 h. Os sobrenadantes foram utilizados para o ensaio, o qual foi conduzido de
acordo com 0 4.6.2.2. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para
cada filme. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do radical

DPPHe, de acordo com a seguinte férmula:

. Abs DPPH — Abs Amostra
% Inibicao = ABSDPPH x 100
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Onde,
* Abs DPPH: absorbancia mensurada para o radical DPPH-

* Abs amostra: absorbancia mensurada para as amostras.

4.10.2.2 Poder de reducdo do complexo fosfomolibdénio.

O ensaio foi baseado no método descrito por Prieto et al., (1999). O preparo
das amostras foi realizado por meio de liberacdo forcada em centrifuga e liberacéo
estatica em 24 h. Na liberacéo forcada, os filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1%
e Q-BR medindo 4x4 mm foram imersos em 1,5 mL de solu¢cdo H20:MeOH na
proporcao de 1:1 e centrifugados a 2300 rpm por 10 min (Chu et al., 2019). Na
liberac@o estatica, os filmes nas mesmas dimensfes citadas anteriormente foram
imersos em 1,5 mL de solu¢cdo H20:MeOH na proporgéo de 1:1 e incubados em estufa
a 34°C por 24h. Os controles positivos e demais procedimentos foram realizados de
acordo com 0 4.6.2.3. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para
cada filme. Os resultados foram expressos em porcentagem de Atividade Antioxidante
Relativa (AAR%) a quercetina e rutina (Negri et al., 2009; Zocoler et al., 2009).

4.10.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria

4.10.3.1 Reducao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

A producéo de NO foi avaliada de forma indireta por meio da quantificacado de
nitritos (NO2) pelo método de Griess descrito por Sun et al.,, (2003). Filmes Q-
AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR foram cortados em quadrados medindo
2x2 mm. Macréfagos peritoneais foram entdo tratados com os filmes e estimulados
com LPS a 1 pg/mL e IFN-y a 1 ng/mL. O ensaio foi conduzido de acordo com o
descrito no item 4.6.3.1 O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas

para cada filme.
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4.10.3.2 Dosagem de citocinas pro-inflamatorias

Foram realizadas as dosagens das citocinas L-6 e IL-12 para avaliar a atividade
anti-inflamatoria dos filmes frente a macréfagos peritoneais. As células foram tratadas
com os filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR medindo 2x2 mm,
incubados por 6 h e, em seguida, estimulados com LPS e IFN- y por 24 h em 5% de
CO2 e a 37 °C. Como controles foram utilizadas células néo tratadas e estimuladas
(controle-estimulo) e células sem tratamento e sem estimulo (controle-basal). O
ensaio foi conduzido de acordo com o item 4.6.3.3. O experimento foi realizado em

duplicata e em trés réplicas para cada filme.

4.10.4 Avaliagcdo da atividade antimicrobiana

4.10.4.1 Disco-difusdo em agar

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes pelo método de disco-
difusdo em &gar foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de Altiok et al.,
(2010). Para o experimento, foram utilizados os mesmos microrganismos e condicdes
de cultivo destritos nos itens 4.6.4.1 e 4.6.4.2. Foram preparados inoculos das
bactérias e dos fungos de interesse de acordo com a escala turbidimétrica padréo de
0,5 e 1 McFarland, respectivamente. Com o auxilio de swab, os microrganismos foram
inoculados uniformemente sobre a superficie de uma placa Petri contendo meio de
cultura MH, para bactérias, e SB, para fungos. Entéo, discos dos filmes Q-AOM5%,
Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR de 5 mm de diametro foram posicionados nas placas
inoculadas. Discos padronizados de ciprofloxacino (5 pg) e nistatina (100 Ul/ 20 ug),
no mesmo diametro, foram utilizados como controle positivo para bactérias e fungos,
respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C, para bactérias, e a 35°C para
fungos, por 24h. O experimento foi realizado em duplicata. Apés o tempo de
incubacgéo, foi determinada a zona de inibigdo medindo-se o halo formado com o

auxilio de um paquimetro.

4.10.4.2 Inibi¢cdo do crescimento microbiano
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As linhagens bacterianas e fungicas foram cultivadas e os inéculos para o
experimento igualmente elaborados de acordo com o descrito nos itens 4.6.4.1. e
4.6.4.2. Discos de 5 mm de diametro dos filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1%
e Q-BR foram transferidos a placa de 96 pocos contendo meio de cultura. Em seguida,
foram adicionados 20 pL de inéculo contendo 3 x 10* UFC/mL (unidades formadoras
de coldnias/mL) para os fungos e 3 x 10 UFC/mL para as bactérias de acordo com a
escala turbidimétrica padrédo de 1 e 0,5 McFarland, respectivamente. Tais analises
foram realizadas simultaneamente com o controle de crescimento (caldo +
microrganismo), o branco do experimento (caldo + filme) e o controle do meio (caldo).
Discos de ciprofloxacino, para bactérias (5 pg), e de nistatina (100 Ul/ 20 pg), para
fungos, foram utilizados como controles positivos. As placas contendo bactérias foram
entdo incubadas a 37°C por 24 h, enquanto as placas com fungos foram incubadas a
35°C pelo mesmo periodo. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas
para cada filme. A determinacdo do efeito bactericida/fungicida e
bacteriostatico/fungistatico foi avaliada de acordo com o descrito anteriormente no
item 4.6.4.3.

4 .10.4.3 Interferéncia na fase de adesao do biofilme

A investigacdo da influéncia dos filmes poliméricos na fase de adesdo dos
biofiimes foi conduzida de acordos com Plyuta et al.,, (2013) com pequenas
modificagdes. Inicialmente foram adicionados 100 uL das suspensdées celulares de S.
aureus e P. aeruginosa (2 x 108 UFC/mL) em microplacas de 96 pocos, seguida de
adicdo dos discos de filmes poliméricos de 5 mm de diametro Q-AOM5%, Q-
AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR e incubadas por 24 h a 37°C. Discos de ciprofloxacino
(5 pg) foram utilizados como controle positivo. Decorrido o periodo de incubacéo,
seguiu-se com a remocao das suspensoes liquidas e os pocos foram lavados com
200 pL de salina tamponada estéril (PBS) 10 mM (pH 7,4), para remogao de bactérias
livres e flutuantes (ndo aderentes). Os biofilmes formados por células aderentes foram
corados com 200 uL de cristal violeta (0,1%) e incubados a temperatura ambiente por

30 min. O excesso de cristal violeta contido foi lavado com PBS e as placas foram
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fixadas com 200 pL de etanol (96%) e seguido de incubagdo por 15 min. A
quantificacdo da biomassa dos biofilmes foi realizada por medida da densidade 6ptica
a 570 nm. O experimento foi realizado em duplicata e em trés réplicas para cada filme.
A reducédo da adesao do biofilme foi calculada de acordo com a seguinte formula: %
de reducado = (Abs. controle de crescimento - Abs tratamento) x 100 / Abs. controle

de crescimento.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e as analises
estatisticas foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA) seguidas de
testes de Bonferroni com grau de significancia p < 0,05 (95% intervalo de confianca)

por meio do software GraphPad Prism 8.0.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEORES DE FENOIS TOTAIS

O doseamento de fendis totais foi realizado para AOM devido a relagéo direta
destes compostos, presentes em extratos vegetais, com as atividades antioxidante,
anti-inflamatoéria e antimicrobiana. Esta classe de fitoconstituintes € capaz de agir
eliminando radicais livres oriundos do estress oxidativo, diminuindo, portanto, o dano
celular e, consequentemente, contribuindo para o processo de cicatrizacao (Abdul
rahim et al., 2021). Além disso, compostos fendlicos podem atuar no combate a
infeccdes, visto que sdo capazes de interagir com o envelope celular bacteriano e
alterar a permeabilidade de membrana, afetando o transposte de ions, a adeséo
microbiana, a atividade enzimética e a producao de enterotoxinas (Suriyaprom et al.,
2022).

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram teor de fendis totais de
172,88 + 15,45 ug/mg de extrato em equivalentes a acido tanico (EAT) o que
corresponde a aproximadamente 17% da composi¢ao total de AOM. De acordo com
estudos anteriores, compostos fendélicos como o acido vanilico, acido trans-ferulico e
acido trans-isoferulico podem estar presentes em extratos de jambu (Abdul rahim et
al., 2021; Uthpala; Navaratne, 2021; Prachayasittikul et al., 2019).

Segundo Abeysiri et al., (2013) o teor de fendis totais no extrato metandlico de
A. oleracea é significativamente maior nas folhas em comparacdo com as flores e
raizes. Os autores encontraram teores em EAT de 7,59 mg/g, 2,65 mg/g e 5,34 mg/g,
para folhas, raizes e flores, respectivamente. Nabi e Shrivastava (2016) também
investigaram os teores de compostos fenolicos no extrato etandlico das folhas de
jambu, onde encontraram teores em EAT de 84,52 mg/g. Em um outro estudo,
Abeysinghe et al., (2014) buscaram avaliar a diferenca do teor de fenois em plantas
submetidas a diferentes técnicas de cultivo, onde verificaram diferengas entre o cultivo

hidrop6nico (11,45 mg/qg), tradicional (10,99 mg/qg) e in vitro (9,91 mg/g).
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5.2 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS DO EXTRATO POR
UFLC-QTOF-MS.

A caracterizacao fitoquimica feita por UFLC-QTOF-MS identificou 8 compostos
presentes em AOM (Tabela 2). Entre os compostos identificados, quase sua totalidade
sao da classe das alquilamidas. Estes dados estdo de acordo com a literatura, visto
que as folhas de Acmella oleracea sdo ricas nesta classe de fitoconstituintes
(Lalthanpuii et al., 2018; Uthpala; Navaratne, 2020; Savic et al., 2021).

Dentre as alquilamidas, foi possivel identificar a presenca do espilantol (N-
isobutil-2,6,8-decatrienamida), ao qual € atribuido grande potencial terapéutico, e seus
produtos de oxidagdo, acido 8,9-di-hidroxi-deca-2,6-diendico isobutilamida e acido
6,9-di-hidroxi-deca-2,7-diendico isobutilamida. Também foram identificadas outras
qguatro alquilamidas, a isobutilamida N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-diinamida, a
feniletilamida N-feniletil-6,8-nonadiinamida e as metilbutilamidas N-(2-metilbutil)-2-
undecano-8,10-diinamida e N-(2-metilbutil)- 2,6,8-decatrienamida.

As alquilamidas sdo um grupo de metabdlitos secundarios produzidos como
resultado da ligacdo entre acidos graxos, insaturados em sua maioria, € um
grupamento amina proveniente de um aminoacido descarboxilado. Compostos desta
classe estdo associados a diversas atividades biologicas, como anti-nociceptiva,
anestésica, anti-inflamatéria e antimicrobiana (Sharma; Arumugam, 2021).

Além das alquilamidas, o acido vanilico também foi identificado em AOM, um
composto fendlico com promissora atividade antioxidante e potencial para o
tratamento de feridas (Prachayasittikul et al.,, 2009). Contudo, estudos
complementares devem ser realizados para avaliar a existéncia de compostos
fendlicos adicionais, visto que, de acordo com a literatura, extratos de jambu podem
ser ricos em &cido trans-feralico, quercetina e escopoletina (Lalthanpuii et al., 2018;
Uthpala; Navaratne, 2020). Também cabe considerar o teor significativo de compostos
fendlicos em AOM, descrito anteriormente, o qual sugere a presenca de outros

fitoconstituintes da classe.



Tabela 2:
Tempo de retencdo por minuto; [M+H]* - massa/carga (m/z) em modo positivo; MS2 - massas dos fragmentos do ion molecular;
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Identificacdo dos compostos do extrato metanolico das folhas de Acmella oleracea (AOM) por UFLC-QTOF-MS. Tr -

identificacdo experimental dos compostos detectados, estrutura molecular e referéncias.

274,1177 (M+Na)

Tr  [M+H]" MS? . . A
N° (min) (m/z) (m/z) Identificacdo experimental Estrutura molecular Referéncias
O
353.0879 (2M OH
1 1,4 169,0695 +NH3); 191.0514 Acido vanilico RAHIM et al., 2021
(M+Na) HO
OCH;
0
Acido 8,9-di-hidroxi-deca- OH S
2 2,7 278,1708 278,1708 (M+H) S . . HyC SAVIC et al., 2020
2,6-diendico isobutilamida —
CH,
HO =
0
) NH CH,
3 29 2781706  278,1706 (M+H) Acido 6,9-d-hidroxi-deca-  HC — \/{ SAVIC et al., 2020
2,7-diendico . -
HO \ ’
OH
0
481,2798 (2M+Na); (2E,4Z)-N-isobutil-2,4- . N
4 65 2301516 252,1335 (M+Na)  undecadieno-8,10-diinamida =——— — H/Y SAVIC etal., 2020
o
5 6,7 252,1358 525, 2486 (2M+Na); (ZZ)-N-f(_e_nllet|!-6,8- U /\/O SAVIC et al., 2020
nonadiinamida _ = N
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762,3728 (3M+Na);

(2E)-N-(2-metilbutil)-2-

7.6 247,4689 509,3110 (2M+NH3) undecano-8,10-diinamida == & = H/\]/\ SAVIC etal., 2020
0]
465,3424 (2M+Na);  (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8- \/V\/\)J\
79 2221839 222,1839 (M+H) decatrienamida (Espilantol) = N u/\‘/ SAVIC etal., 2020
00 2351015 2933729 (2M+Na);  (2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-

236,1993 (M+H)

2.6,8-decatrienamida

o
\/\:/\/\)LN/\(\ SAVIC et al., 2020
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5.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO

5.31 Anélise da citotoxicidade

Fibroblastos L929 e macréfagos peritoneais murinos foram cultivados e
tratados com AOM nas concentracdes de 18,75 a 300,00 ug/mL, a fim de avaliar a
viabilidade celular dessas linhagens diante do extrato pelo teste de reducdo do MTT
a formazan, de cor purpura. A quantidade de formazan gerada € diretamente
proporcional ao numero de células viaveis, visto que o MTT € clivado apenas por
células vivas, metabolicamente ativas (Mosmann, 1983).

Ambos os tipos celulares foram escolhidos em vista de sua presenca no sitio
da ferida e importancia diante do processo de cura. Macréfagos e fibroblastos estéo
presentes em todas as fases de cicatrizacdo de uma leséo cutanea, desde a liberacéo
de mediadores inflamatorios, até a deposicao de colageno e formacéo do novo tecido
(Canedo-dorantes; Cafedo-ayala, 2019). Portanto, o efeito do extrato sobre estas
células é de extrema importancia para a continuidade dos experimentos e
desenvolvimento de uma formulacao de aplicacdo topica.

De acordo com a norma técnica NBR ISO 10993-5 de 2009, ao se avaliar a
citotoxicidade in vitro de uma substancia, a porcentagem de viabilidade celular
resultante ndo pode ser inferior a 70%. Diante disso, foi possivel observar que a
viabilidade celular tanto de fibroblastos, quanto de macréfagos, foi satisfatéria para
todas as concentracfes testadas de AOM, ja que mantiveram ao minimo 70% da
viabilidade celular quando comparados ao controle negativo (DMSO) (p < 0,05).

Apesar disso, observou-se reducao mais pronunciada da viabilidade celular dos
fibroblastos L929 quando em contato com a maior concentragcdo de AOM (300 pg/mL).
Tal efeito pode estar relacionado a maior sensibilidade desta linhagem ao ser exposta
a um fator estressor, possibilitando uma avaliacdo mais precisa acerca da
citotoxicidade do extrato. Os resultados para ambas as linhagens foram expressos em

porcentagem de viabilidade celular (Figura 13).
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Figura 13: Viabilidade celular de fibroblastos L929 e macrofagos peritoneais
murinos apos tratamento com diferentes concentragfes de AOM.
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Cultura de fibroblastos L929 [A] e cultura de macrofagos peritoneais [B] tratadas com diferentes
concentracdes de AOM (18,75 a 300,00 pg/mL) e incubadas por 48h para andlise de viabilidade celular
pelo teste de reducdo do MTT. AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Controle:
Células tratadas com DMSO (veiculo). As letras indicam diferenga estatisticamente significante em
relagdo ao controle negativo (a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.3.2 Avaliagao da atividade antioxidante

Um composto antioxidante é aquele capaz de atrasar ou prevenir a oxidacao
de um substrato, podendo atuar de diversas maneiras: pela habilidade de doar um
atomo de hidrogénio, transferir um elétron e pela habilidade de quelar metais de
transicao (Santos-sanchéz et al., 2019).

A atividade antioxidante de AOM foi avaliada por meio da determinagédo da
producdo de EROS in vitro em macrofagos peritoneais e dos testes do sequestro de
radicais DPPH, do poder de reducdo do complexo fosfomolibdénio, da inibicdo da
formacao de malondialdeido e da inibicdo da formacédo de radicais de éxido nitrico,
também in vitro. O uso de diferentes metodologias é importante para avaliar amostras
complexas, visto que 0s compostos presentes no extrato podem exercer efeito
antioxidante por meio de diferentes mecanismos. Portanto, o poder antioxidante de
uma amostra ndo pode ser definido por apenas um ensaio isolado (Shahidi; zhong,
2015).
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Durante o metabolismo celular ocorre a formagdo de intermediérios
parcialmente oxidados com alta reatividade denominadas espécies reativas de
oxigénio. Tais moléculas sao radicais livres ou precursores, 0S quais apresentam
elétrons desemparelhados em um orbital e, por conta disso, tendem a reagir com
outras moléculas bioldgicas para compensar esta deficiéncia (Santos-sanchéz et al.,
2019).

Apesar de atuarem de forma positiva no processo de cura da ferida, a producéo
excessiva e prolongada de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode causar
dano celular severo, resultando em feridas de dificil cicatrizacdo. Aléem de mediar a
transcricdo de citocinas proé-inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a e induzir MMPs, o
excesso de EROS pode direta e indiretamente modificar e/ou degradar proteinas da
MEC e causar danos na funcao de fibroblastos e queratindcitos. Ademais, o0 estresse
oxidativo ativa proteinas pro-apoptéticas que induzem a morte celular. Portanto,
compostos capazes de modular a producao excessiva de EROS podem desempenhar
papel importante no processo de cicatrizacdo de feridas (Dunnill et al., 2017; Chin et
al., 2019; Larouche et al., 2022).

Diante do exposto, a influéncia do tratamento com AOM sobre os niveis
intracelulares de EROS em macrofagos foi verificada por meio de espectrofluorimetria
e os resultados foram dados em intensidade de fluorescéncia (A.U). A Figura 14
evidencia reducao de 61,38% da producédo de EROS nas células tratadas com a maior
concentracdo de AOM (300,00 pg/mL) em comparacao ao controle (p < 0,05). Nao
houve diferenca estatistica de intensidade de fluorescéncia entre as concentragcfes
de 18,75 a 150,00 yg/mL de AOM, sendo que estas também reduziram de forma
significativa os niveis de EROS (p < 0,05). Ndo foram encontradas diferencas
estatisticas (p < 0,05) entre os niveis basais de EROS e os niveis produzidos pelas

células tratadas com a maior concentracéo de extrato (300 pug/mL).
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Figura 14: Avaliagdo dos niveis intracelulares de EROS por espectrofluorimetria em
macrofagos tratados com diferentes concentracdes de AOM.
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Macrofagos peritoneais tratados com AOM nas concentracdes de 18,75 a 300,00 pyg/mL por 48h e
estimulados com LPS e IFN-y. AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Basal: células
sem estimulo tratadas com DMSO (veiculo). Controle: células estimuladas e tratadas com DMSO
(veiculo). As letras indicam diferenca estatisticamente significante em relagédo ao controle (a). (ANOVA
seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O 6xido nitrico (NO) € um mediador quimico com variadas funcées biolégicas,
porém, sua contribuicdo ao dano oxidativo também é relevante. Isso se da pois o NO
pode reagir com o anion superoéxido (Oz2") e dar origem ao peroxinitrito (ONOO~), um
potente agente oxidante causador de dano tecidual (PATEL RAJESH e NATVAR,
2011).

Diante disso, o0 ensaio de inibicdo da formacédo de radicais de 6xido nitrico foi
realizado para avaliar a capacidade de AOM de evitar a formacgdo de ions nitrito in
vitro por meio de seu poder antioxidante. O ensaio se baseia no principio de que o
NPS em solucdo aquosa e pH fisiologico gera NO de forma espontanea, o qual
interage com oxigénio para produzir ions nitrito. Porém, compostos antioxidantes
competem pelo oxigénio, o que reduz a producao destes ions. Os ions gerados podem
entdo ser estimados utilizando o reagente de Griess (PATEL RAJESH e NATVAR,
2011).

A porcentagem de inibicdo da producéo de ions nitrito por AOM se mostrou

dose-depentente, sendo diretamente proporcional ao aumento da concentragao de
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extrato. Os resultados exibidos na Figura 15 indicam inibicdo média de 72% na maior
concentracdo de AOM (250 ug/mL), resultado estatisticamene superior (p < 0,05) ao
acido galico, utilizado como controle positivo. O valor de Clso calculado foi de 127,6 +
14,42 pg/mL, estatisticamente inferior (p < 0,05) ao valor observado para o controle
positivo (CP) (227,95 £ 3,46). Ademais, com excessao da concentracdo mais baixa,
todas as outras concentracdes de AOM exibiram inibicdo de ions nitrito semelhantes
ou superiores ao CP.

Tais resultados se devem a presenca de compostos antioxidantes no extrato,
como o acido vanilico, os quais competem com o oxigénio disponivel para reagir com
0 6xido nitrico, inibindo assim a formacgéao de nitrito. Um estudo de Lalthanpuii et al.,
(2017) investigou o potencial antioxidante do extrato aquoso das partes aéreas de A.
oleracea por meio da avaliacdo de seu poder redutor e da inibicdo da producéo de
ions nitrito. Os autores encontraram um poder antioxidante dose-dependente, ao qual

atribuiram principalmente a presenca de compostos fendlicos no extrato.

Figura 15: Porcentagem de inibicdo da producéo de ions nitrito por AOM.
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Resultados de inibicao (%) da produ¢éo de ions nitrito in vitro em diferentes concentra¢des do extrato
metanolico das folhas de A. oleracea em comparagdo com o controle positivo (acido galico). a —
diferenca estatistica em relacéo ao controle positivo (p < 0,05). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni,
p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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O ensaio de sequestro de radicais livres DPPH foi realizado a fim de avaliar a
capacidade de compostos presentes no extrato de sequestrar radicais livres por meio
da doacao de atomos de hidrogénio. Quando a solucdo de DPPH esta em contato
com uma substancia antioxidante, ocorre a reducéo do radical DPPH a difenil-picril-
hidrazina (DPPH-H) com a consequente perda da coloragéo violeta, resultando em
reducdo da absorbancia. Quanto maior a reducgéo do radical livre DPPH pelo extrato,
maior é sua capacidade antioxidante e menor a quantidade necessaria do extrato para
inibir metade da acéo oxidante do DPPH (Clso) (Santos-sanchéz et al., 2019).

De acordo com os resultados da Tabela 3 o Clso de AOM foi de 44,50 * 4,46,
valor significativamente superior aos flavonoides rutina (0,44 + 0,22 nug/mL) e
quercetina (0,37 £ 0,02 ug/mL), utilizados como controle positivo (p < 0,05). Em termos
de atividade sequestrante dos radicais DPPH (%), os resultados se mostraram dose-
dependentes, ou seja, as maiores concentracdes de extrato exibiram melhores
atividades sequestrantes de radicais DPPH (250 ug/mL: 81,02% + 7,81; 125 pg /mL:
88,89% = 4,48) e as menores exibiram atividade reduzida (7,8 pg /mL: 12,04% + 2,73,;
15,6 pug /mL: 19,32% + 2,93) (Figura 16). Em comparacdo, 0s compostos rutina e
quercetina, utilizados como controles positivos, mantiveram elevada atividade

sequestrante em todas as concentracoes (p < 0,05).

Tabela 3: Avaliacdo da capacidade antioxidante de AOM por meio dos ensaios de

sequestro dos radicais livres DPPH e de reducgéo do complexo fosfomolibdénio.

DP P HECko Redugéado complexo fosfomolibdénio
Amostra . _
(ng/mL) AARYRutina AAR% Qercetina
AOM 44,50 + 4,46 *° 104,01 + 21,29 63,56 £ 13,01
Rutina 0,44 +£0,22
Quercetina 0,37 +£0,02

AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. a — Diferenca estatistica em relagdo ao
controle positivo rutina (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo quercetina
(p < 0,05). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Um estudo de Thakur et al., (2019) investigou a atividade antioxidante de

diferentes extratos de Jambu por meio do ensaio de sequestro de radicais DPPH. Os
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extratos metandlicos de todas as partes da planta (raizes, folhas e flores) exibiram as
maiores capacidades antioxidantes, sendo que os valores de Clso foram de 67,34 a
127,19 ug/mL. Importante mencionar que diversos fatores podem influenciar na
atividade antioxidante exibida por um extrato, como o tipo de solvente utilizado, época

da coleta, parte da planta utilizada, local e condi¢cfes de cultivo (Thakur et al., 2019).

Figura 16: Atividade sequestrante de radicais DPPH do AOM em comparacao aos

controles positivos rutina e quercetina, nas concentracdes de 7,812 a 250 pg/mL.
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Resultados de atividade sequestrante de DPPH (%) em diferentes concentra¢des do extrato metandlico
das folhas de A. oleracea em comparacdo com o0s controles positivos rutina e quercetina. a — Diferenca
estatistica em relacdo a rutina. b — Diferenca estatistica em relacdo a quercetina. (ANOVA seguido do
teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em adicdo aos ensaios anteriores, a capacidade antioxidante total de AOM foi
avaliada pelo ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio, Util para verificar a
capacidade antioxidante de componentes hidrofilicos e lipofilicos. Tal método avalia a
propriedade dos compostos tanto de doar elétrons quanto &tomos de hidrogénio,
causando a redugéao do molibdénio VI a molibdénio V, o qual resulta em um complexo
azulado (Sadeer et al., 2020; Prieto et al., 1999). Os resultados sao expressos em
porcentagem relativa (AAR%) a capacidade antioxidante de rutina e quercetina.
Quanto mais préximo de 100%, mais promissor o potencial antioxidante da amostra,
visto que indica semelhanca com o poder antioxidante dos compostos utilizados como

controles positivos.
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Foi possivel verificar que o AOM apresentou capacidade antioxidante
semelhante a rutina (104,01 £+ 21,29), porém inferior a quercetina (63,56 + 13,01)
(Tabela 3). Tais resultados sugerem que 0s compostos antioxidantes, ainda nao
totalmente identificados, presentes no extrato podem apresentar maior similaridade
com a rutina, além de reforcarem o potencial antioxidante de AOM exibido nos ensaios
descritos anteriormente.

O processo de peroxidacao lipidica se inicia pela acdo de EROS, os quais, na
presenca de oxigénio molecular, resultam na formacéo de radicais lipidicos. Esses
radicais adquirem um &tomo de hidrogénio e d&o origem aos peréxidos, cujos
produtos de decomposi¢cao sdo extremamente danosos para as membranas celulares
(Yadav; Ramana, 2013). O malondialdeido (MDA) € um dos produtos de degradacao
gerados a partir da peroxidacéao lipidica, ou seja, da degradacao oxidativa de acidos
graxos poliinsaturados presentes na membrana celular. Por conta disso, 0 MDA tem
sido amplamente utilizado como um marcador da peroxidacao lipidica e de estresse
oxidativo (Elbadrawy; Sello, 2016).

A fim de avaliar a capacidade de AOM de impedir a peroxidacao lipidica, foi
realizado o teste de doseamento do MDA por meio da complexacao deste com o acido
tiobarbitdrico (TBA), resultando em coloracdo avermelhada. Uma amostra com
capacidade antioxidante significativa, deve ser capaz de inibir a producdo de MDA
gerado no processo de peroxidacao lipidica da carne em comparacdo ao controle.
Diante dos resultados dispostos na Figura 17, foi possivel observar inibicdo da
producdo de MDA a partir do segundo dia de acompanhamento, visto que no dia zero
os resultados de doseamento foram estatisticamente semelhantes ao controle
negativo (p < 0,05). Ao final dos 8 dias de ensaio, a inibicdo da formacado de MDA em
relacdo ao controle negativo (CN) foi de 63,69% para AOM a 30 ug/mL, de 56% para
AOM a 15 pg/mL e de 44,92% para AOM a 7,5 pg/mL. Estes resultados foram
estatisticamente semelhantes aos encontrados para as mesmas concentracdes de
BHT (p < 0,05) (Tabela 4).



Figura 17: Producdo de malondialdeido na presenca de AOM e BHT nas

Conc. de malondialdeido (M.mol)

CN MeOH

AOM 7,5 ng/mL
AOM 15 pg/mL
AOM 30 pg/mL
3.0 BHT 7,5 pg/mL
BHT 15 pg/mL

BHT 30 pg/mL

concentracdes 7,5, 15 e 30 ug/mL.

Tempo (dias)
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AOM: extrato metandlico das folhas de A. oleracea; Controle positivo (CP): Butilhidroxitolueno (BHT);

Controle negativo (CN): metanol. a — diferenca estatistica em relacdo ao CN (p < 0,05); b - diferenca

estatistica de AOM 7,5 pg/mL em relacdo a CP 7,5 pg/mL (p < 0,05); ¢ - diferenca estatistica de AOM
15 pg/mL em relacdo a CP 15 pg/mL (p < 0,05). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tabela 4: Producédo de MDA e porcentagem de inibicdo da producédo de MDA em

relacdo ao controle negativo (CN) diante de diferentes concentracbes de AOM e

BHT.
AOM30 AOM15 AOM75 BHT30 BHT15 BHT75
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Média +
bp 0,55+ 0,59 + 0,56 + 0,59 + 0,72 + 0,77 + 0,71+
) 0,03 0,05 0,01 0,10 0,19 0,2 0,27
Dia0 (M.mol)
Inibicdo
22,54 16,90 21,13 16,90 0,00 0,00 -
(%)
Média + 0,62 £
0,57 = 0,85+ 1,28+ 0,68 = 0,78 £ 1,68 +
DP 0,072
) 0,062 0,322 0,82 0,222 0,122 0,37
Dia2 (M.mol)
Inibicdo
66,07 49,40 23,81 59,52 63,10 53,57 -
(%)
Média = 0,86 + 0,86 + 0,90 + 1,81+
0,84 + 1,12 + 151+
DP 0,112 0,082 0,132 0,11
) 0,132 0,122 0,30
Dia4 (M.mol)
Inibicdo
53,59 38,12 16,57 52,49 52,49 50,28 -

(%)
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Média + 1,13 + 1,47 + 0,60 + 2,20 +
0,86 = 0,58 + 0,65 +
DP 0,21ab 0,44ab 0,172 0,25
) 0,322 0,092 0,132
Dia6 (M.mol)
Inibicdo
60,91 48,64 33,18 71,73 73,64 70,45 -
(%)
Média + 118 1,43 + 1,79 0,86 1,42 + 158+ 3,25+
+
DP 0,492 0,582 0,282 0,242 0,632 0,26
) 0,112
Dia8 (M.mol)
Inibicdo

63,69 56,00 44,92 73,54 56,31 51,38 -
(%)

a — diferenca estatistica em relagdo ao CN (p < 0,05). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p <

0,05). b — diferenca estatistica em relacdo a concentracdo equivalente de BHT.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados descritos anteriormente demonstram que o jambu pode ser uma
fonte de compostos antioxidantes importante para o processo de cicatrizacado de
lesBes cutédneas. De acordo com a literatura, tal atividade é atribuida a presenca de
metabdlitos secundarios como as alquilamidas, compostos fendlicos e flavonoides
(Silva et al., 2023). Um estudo de Nascimento et al., (2020) comparou a capacidade
antioxidante do extrato etandlico de diferentes partes do jambu. Observou-se maior
capacidade antioxidante nas folhas da planta, o que se correlaciona diretamente ao
maior contetdo de compostos fendlicos e flavonoides. Apesar de provavelmente ndo
serem 0s principais compostos antioxidantes do extrato, também deve-se considerar
o efeito sinérgico das alquilamidas, como o espilantol, no aumento de tal atividade
(Nascimento et al., 2020; Silva et al., 2023). Essas observacdes feitas pelos autores
podem explicar os achados desse trabalho, visto que foi identificada a presenca de
diversos compostos da classe das alquilamidas, além do acido vanilico, importante

antioxidante da classe dos compostos fendlicos.
5.3.3 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoéria
O oxido nitrico é um radical livre considerado como mediador chave para o

desenvolvimento de inflamacédo cutanea, sendo produzido por diversas células

envolvidas na cicatrizacdo de feridas como macrofagos, linfocitos, queratindcitos e
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fibroblastos. Sua producgao implica no aumento da permeabilidade vascular, liberagéo
de citocinas como IL-6 e TNF-a, assim como na migragao de células inflamatérias,
proliferacédo e diferenciacdo de linfocitos T. Estudos indicam que tanto a deficiéncia,
quando o excesso da producdo de NO sao prejudiciais para a cicatrizagdo, pois,
apesar da inflamacéo ser importante para a prote¢cdo do organismo, sua resposta
excessiva ou crénica pode gerar dano irreversivel ao tecido (Bernatchez et al., 2013;
Man et al., 2022).

No presente estudo, a dosagem indireta de NO foi realizada no sobrenadante
da cultura de macrofagos murinos estimulados com LPS e INF-y tratados com
concentracdes crescentes de AOM (18,75 a 300,00 pg/mL), as mesmas utilizadas no
ensaio de viabilidade celular. O LPS age se ligando a receptores CD14, TLR-4 e CR3
presentes na superficie dos macréfagos, ativando a transducéo de sinais que resultam
na ativacao do fator de transcricdo fator nuclear kB (NF-kB) e expressdo de oxido
nitrico sintase. Ja o INF-y é uma citocina que atua de maneira sinérgica na ativagéao
de macrofagos e desenvolvimento da resposta inflamatoria (Chang et al., 2019).

As células tratadas com todas as concentracbes do extrato, exceto a
concentracdo de 18,75 ug/mL, tiveram os niveis de NO reduzidos de forma
significativa (p < 0,05) em comparacdo ao controle (37,50 ug/mL: 37,34%; 75,00
Mg/mL: 55,80%; 150,00 pg/mL: 81,20%; 300 pg/mL: 97,72%), o que também corrobora
a atividade antioxidante do extrato e a presenca de compostos fendlicos confirmadas
neste trabalho. Nao houve diferenca significativa entre a producao de NO nas células
tratadas com 300,00 e 150,00 ug/mL de AOM e os niveis basais (p < 0,05). Os
resultados foram expressos em micromolar (uM) de acordo com o apresentado na

Figura 18.
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Figura 18: Producéo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos peritoneiais apés

tratamento com AOM.

NO (uM)

18,75 37,50 75,00 150,00 300,00 Basal Controle

AOM (pgimL)

AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Basal: NO produzido por células tratadas
com DMSO (veiculo) sem estimulo. Controle: NO produzido por células tratadas com DMSO (veiculo)
e estimuladas com LPS e IFN-y. As letras indicam diferenga estatisticamente significante em relagao
ao controle (a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Corpusculos lipidicos (CLs) sao organelas presentes no citoplasma de
diferentes tipos celulares. Enquanto em adipdcitos estdo mais associadas ao estoque
de lipidios e ao metabolismo, em leucdcitos os CLs se acumulam em maior quantidade
diante de um processo inflamatério. Estas organelas compartimentalizam acido
araquidénico (AA) e toda a maquinaria enzimatica para a producao de eicosanoides,
como a familia de enzimas fosfolipase A2 (PLA2). Portanto, agem como moduladores
da resposta imune, participando do metabolismo celular do AA, o que indica que os
CLs sédo capazes de iniciar a cascata de inflamacao de mediadores inflamatérios como
prostaglandinas e leucotrienos (Melo; Weller, 2016).

Para avaliar a influéncia de AOM na producéo de CLs, macréfagos peritoneais
foram tratados com AOM (150,00 e 300,00 ug/mL) e estimulados com LPS e IFN-y a
fim de verificar o acimulo de CLs no meio intracelular. O acumulo intracelular de CLs
foi significativamente reduzido nas concentracdes de 150,00 ug/mL (50,44%) e 300,00
pMg/mL (46,06%) em comparagdo ao controle (p < 0,05). Tais resultados foram
expressos em intensidade de fluorescéncia (U.A.) de acordo com o apresentado na

Figura 19.
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Figura 19: Avaliacdo do acumulo de corpusculos lipidicos (CLs) em macréfagos
peritoneais murinos apods tratamento com AOM.

10000+
8000
6000 -
4000

20004

150,00 300,00
—
AOM (pg/mL)

Basal Controle

Intesidade de fluorescéncia (U.A)

AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Controle: acumulo de CL por células
estimuladas com LPS e IFN-y tratadas com veiculo. Basal: acimulo de CL por células sem estimulo
tratadas com veiculo. As letras indicam diferencga estatisticamente significante em relagéo ao controle
(a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

TNF-a e IL-6 sdo interleucinas pro-inflamatérias secretadas por leucdcitos
como macrofagos e neutréfilos. Ambas estdo envolvidas na quimiotaxia de células
inflamatdrias para o sitio da ferida, enquanto IL-6 ainda se relaciona com o aumento
da proliferacdo de fibroblastos (Gushiken et al.,, 2021). A producédo elevada e
prolongada destas citocinas, potencializa a secrecdo de MMP-1 e MMP-2 e diminui a
secrecdo do inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP)-1, o que favorece a
cronificacdo da lesédo por conta do excesso de destruicdo da MEC (Chin et al., 2019;
Larouche et al., 2022).

A influéncia de AOM na produgéo das citocinas pro-inflamatodrias TNF-a e IL-6
foi avaliada por ELISA tipo sanduiche no sobrenadante das culturas de macréfagos
tratados com AOM nas concentracdes 150,00 e 300,00 pg/mL. O tratamento na
concentracéo de 150,00 pg/mL foi capaz de reduzir em 90,12% e 44,03% a producéo
das citocinas IL-6 e TNF-q, respectivamente, em comparagdo com o controle sem
tratamento (p < 0,05). J& a maior concentracdo de extrato foi capaz de reduzir em

100,00% e em 96,66% a producao de IL-6 e TNF-a, respectivamente, em comparacao
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ao controle (p < 0,05) (Figura 20). Os niveis de citocinas foram expressos em x 10’

pg/mL.

Figura 20: Dosagem de IL-6 e TNF-a em macrofagos tratados com diferentes

concentracoes de AOM e estimulados com LPS e IFN-y.

- [A]
20000 6000~ [B]
- 15000 -
E E 4000-
E 10000+ g a
@ g
- LL .
= 50004 E 2000
a a
a a a T
150,00 3|]|]I,|]|] Balsal Controle B 150,00 3|][|,[| Bal'sal Controle
l I —
AOM (ug/mL) AOM (pg/mL)

AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Basal: células sem estimulo tratadas com
veiculo. Controle: células estimuladas tratadas com veiculo. As letras indicam diferenca
estatisticamente significante em relagcéo ao controle (a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p <
0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A acao anti-inflamatoéria de A. oleracea parece estar relacionada com a inibicao
de mediadores inflamatorios tanto a nivel de transcricdo genética, quanto de tradugao.
Um destes possiveis mecanismos foi elucidado por Kim et al., (2018) em cultura de
macrofagos RAW 264.7, nos quais o extrato de jambu foi capaz de suprimir a
expressao de genes de citocinas dependentes do fator de transcricdo NF-kB. Além
disso, de acordo com um estudo de Bakondi et al., (2019), o espilantol foi capaz de
reduzir a producéo de NO por meio da inibicdo da expressao da proteina enzima oxido
nitrico sintase induzivel e pela alteracdo da transcrigdo do gene iNOS. Esses trabalhos
ajudam a explicar a reducdo da producao das citocinas IL-6 e TNF-a e do mediador
NO descritas anteriormente. Nao foram encontrados estudos que abordem a redugéo
do acumulo de CL intracelular pelo jambu, tornando essa andlise inédita para essa

espécie, porém, este mecanismo parece estar associado a capacidade de seus
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fitoconstituintes de reduzirem a producdo de mediadores inflamatérios como as
prostaglandinas (Sharma; Arumugam, 2021).

A maior parte dos efeitos anti-inflamatorios do jambu € atribuida as
alquilamidas, em especial ao espilantol, e secundariamente a compostos fendlicos
como o acido vanilico, escopoletina e acido trans-ferulico (Boonen et al., 2012;
Bakondi et al., 2019). Apesar de alguns estudos apresentarem evidéncias acerca do
poder anti-inflamatorio da espécie, ainda ndo se sabe os mecanismos de acao exatos

responsaveis por este efeito (Uthpala; Navaratne, 2020).

5.3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

O desenvolvimento de processos infecciosos em lesdes cutaneas impacta
diretamente na eficiéncia da cicatrizacdo, visto que exacerbam a producdo de
citocinas e outros mediadores pro-inflamatorios. Existem diversos microrganismos,
entre eles fungos e bactérias, que podem ocasionar o aparecimento de infeccbes em
feridas. Nas fases iniciais da formacdo de uma ferida, bactérias como as gram-
positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sdo as mais
presentes, enquanto as gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
sao mais prevalentes em feridas cronicas e tendem a invadir camadas mais profundas
da pele (Simdes et al., 2018). Além disso, alguns fungos, como Candida albicans,
também podem sem causadores de infeccbes em feridas cronicas (Yazarlu et al.,
2021).

As complicagdes decorrentes de feridas infeccionadas, como obstrugdo do
processo de cura e aparecimento de infeccbes sistémicas, justificam a busca de
compostos que atuem impedindo ou combatendo tais microrganismos (Abbas et al.,
2019; Visha; Karunagaran, 2019). Ademais, o desenvolvimento cada vez mais
frequente de linhagens resistentes aos antimicrobianos tradicionais fazem com que
seja necessaria a investigacdo de novas alternativas terapéuticas.

Para este fim, foi realizada a determinagdo das concentragfes inibitorias
minimas (CIM), as quais consistem na menor concentracdo de extrato capaz de inibir
0 crescimento microbiano ap0s um periodo de incubacdo, e das concentracdes

bactericidas e fungicidas minimas (CBM/CFM), correspondentes as menores
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concentragbes de AOM capazes de matar o microrganismo. Os resultados estido
exibidos na Tabela 5.

Foi observado um valor de CIM de 1000 pg/mL de AOM para as bactérias E.
coli (ATCC® 10536™), S. epidermidis (ATCC® 0016™) e S. aureus (ATCC®
33591™), cujo efeito observado foi bacteriostatico. Ja para P. aeruginosa (INCAS
2742), o valor de CIM foi de 500 pg/mL de extrato, concentragao que exerceu atividade
bactericida. Valores de CIM de 0,08, 0,63, 0,31 e 0,63 ug/mL de ciprofloxacino
(controle positivo) foram encontrados para E. coli, S. epidermidis, S. aureus e P.
aeruginosa, respectivamente.

Tanto para C. albicans (ATCC® 24433™), quanto para C. albicans (ATCC®
10231™), o valor de CIM foi de 125 pug/mL de extrato, com efeito fungistéatico. O valor
de CIM encontrado para a nistatina, utilizada como controle positivo, foi de 2,5 ug/mL
para ambas as linhagens fungicas avaliadas.

Aligiannis et al., (2001) classificaram 0s agentes antimicrobianos de acordo
com seus valores de CIM em < 500 ug/ml — atividade forte, entre 600 e 1500 - atividade
moderada, = 1600 ug/ml - atividade baixa. Diante disso, de acordo com os valores de
CIM encontrados, AOM pode ser classificado com atividade antimicrobiana de forte a
moderada frente aos microrganismos avaliados.

Quanto a CBM, os valores foram superiores a 1000 ug/mL para E. coli, S.
epidermidis e S. aureus, fazendo-se necessaria a realizacdo de novos ensaios
utilizando maiores concentracdes de AOM para determinacao exata da CBM. Ja para
P. aeruginosa, a concentracao bactericida minima foi de 500 pg/mL e a CFM para

ambos os fungos investigados foi de 500 pg/mL.

Tabela 5: Concentracéo inibitéria minima (CIM) de AOM e dos controle positivos,
efeito no valor da CIM, e concentragdo bactericida minima (CBM) e fungicida minima
(CFM) de AOM frente a microrganismos de interesse.

CIM de CIM CP CIM CP
_ _ Efeito no valor CBM/CFM _
Microrganismos AOM (bactérias) (fungos)
da CIM (ug/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL)  (ug/mL)
Escherichia coli
1000 Bacteriostatico >1000 0,08 -

(ATCC® 10536™)
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Staphylococcus
epidermidis (ATCC® 1000 Bacteriostatico >1000 0,63 -
0016™)
Staphylococcus
aureus (ATCC® 1000 Bacteriostéatico >1000 0,31 -
33591™)
Pseudomonas
aeruginosa (INCAS 500 Bactericida 500 0,63 -
2742)
Candida albicans
(ATCC® 24433™)
Candida albicans
(ATCC® 10231™)

CP (bactérias): Ciprofloxacino; CP (fungos): Nistatina.

125 Fungistético 500 - 2,5

125 Fungistatico 500 - 2,5

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Diante dos resultados descritos anteriormente, € possivel dizer que AOM
exerceu atividade inibitoria tanto para fungos, quanto para bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Estes também estdo de acordo com alguns relatos da literatura, o0s
quais descrevem o uso tradicional de jambu no tratamento de infec¢cdes como feridas,
infeccdes respiratdrias, disenteria, entre outras (Elufioye et al., 2020). Um estudo de
Uthpala et al., (2021) também investigou o potencial antimicrobiano do extrato aquoso
e etanolico das flores e caules de A. oleracea. Foram observados valores de CIM de
312,5 a 1250 ug/mL para os microrganismos S. aureus, E. coli, B. subtilis, P.
aeruginosa e C. albicans.

Um outro estudo de Peretti et al., (2021) utilizou o extrato hidroalcoolico de
folhas e raizes de A. oleracea para determinar a CIM sobre Streptococcus mutans,
bactéria causadora da carie dental. Os autores encontraram CIM de 125 pg/mL, efeito
atribuido em especial a presenca de compostos da classe das alquilamidas no extrato,
como o espilantol, as quais séo capazes de desnaturar a parede celular microbiana,
provocando sua ruptura.

Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa também verificou que o
espilantol exerceu atividade antifiUngica sobre uma cepa multirresistente de Candida

albicans. Tal composto foi capaz de interferir na integridade da célula fungica,



90

causando o rompimento da membrana celular de maneira mais efetiva do que a
nistatina, utilizada como droga de referéncia. De acordo com os autores, um dos
possiveis mecanismos de acdo do espilantol se da por meio da sua ligacdo ao
ergosterol, esterol fundamental para a integridade e manutencdo das caracteristicas
fisicas da membrana celular fungica (Fabri et al., 2021).

Diante do exposto, a atividade antimicrobiana verificada no presente trabalho
também pode ser devida ao efeito sinérgico exercido pelas alquilamidas na
composicao de AOM, visto que foram identificados 7 compostos da classe, entre eles

o espilantol.

5.4 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES POLIMERICOS E CARACTERIZACAO
FiSICO-QUIMICA.

Filmes poliméricos sdo uma alternativa simples e de baixo custo para aplicacéo
como curativo em feridas. Além disso, podem ser incorporados a moléculas bioativas
capazes de atuar em varias etapas do processo de cura por meio de atividades anti-
inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana (Savencu et al., 2021). A metodologia
empregada para o desenvolvimento da formulacéo foi o0 método de evaporacéo de
solvente, visto que dispensa equipamento especificos e de alto custo, além de ser um
método de facil execucdo (Escéarcega et al., 2018).

A quitosana foi selecionada como polimero base para o desenvolvimento dos
biocurativos em vista da sua 6tima capacidade de formar filmes, por ser biocompativel
e biodegradavel, apresentar atividades bioldgicas intrinsecas, além de ser uma étima
opcao para liberacdo controlada de compostos bioativos (Liu et al., 2018). Sua
concentracédo ideal para a elaboracao de filmes poliméricos e o pH de solubilidade ja
séo definidos em literatura (Escércega et al., 2018).

Apesar de apresentar capacidade de formar filmes quando em solucéao acida, o
produto final é fragil e quebradico, fazendo-se necessaria a adicdo de um plastificante.
Quando um plastificante é adicionado, este se intercala entre as cadeias do polimero,
as afastando. Este afastamento das cadeias aumenta a flexibilidade e a
permeabilidade gasosa do filme formado, aspectos importantes para 0 seu uso como

um biocurativo (Rodriguez-Nuiez et al.,, 2014). Como plastificante utilizou-se a
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glicerina, visto que é um plastificante compativel com a quitosana e de baixo custo
(Rambabu et al., 2019).

A concentracédo ideal de glicerina e de AOM na formulacéo foi alcancada por
meio de revisdo da literatura, seguida de elaboracdes de filmes em diferentes
concentracbes do plastificante e de extrato até a obtencdo de biocurativos que
aparentassem boa elasticidade, resisténcia e solubilidade do extrato (Figura 21).

Figura 21: Filmes poliméricos de quitosana e diferentes concentracdes de AOM.

A: filme de quitosana sem extrato (branco); B: filme de quitosana contendo AOM a 1% (p/v); C: filme
de quitosana contendo AOM a 2,5% (p/v); D: flme de quitosana contendo AOM a 5% (p/v).
Fonte: Elaborado pela autora (2023)

5.4.1 Caracterizacéo fisico-quimica das solugdes precursoras dos filmes

As solucdes precursoras dos filmes sdo compostas pelos componentes dos

filmes em solugcdo antes da secagem para obtencdo do produto final. Estas foram
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avaliadas quanto a suas caracteristicas coloidais (potencial zeta e condutividade

elétrica) e quanto as suas caracteristicas reolégicas.

5.4.1.1 Determinacgéo da Condutividade elétrica e Potencial Zeta (PZ)

A avaliacdo da condutividade elétrica da solucdo precursora dos filmes
poliméricos tem como objetivo verificar se este é capaz ou ndo de conduzir corrente
elétrica, propriedade associada a presenca de ions livres e sua mobilidade em solucéo
(Ohlweiler, 1981). De acordo com a Figura 22A, a solucdo precursora de Q-BR,
composta por quitosana, acido acético e glicerina, € uma solucao eletrolitica, visto que
foi capaz de conduzir corrente elétrica. Isso se deve, possivelmente, a presenca dos
grupamentos amino da quitosana, 0s quais sédo protonados em meio acido (Matica et
al., 2019).

O acréscimo de AOM na solucdo precursora se mostrou diretamente
proporcional ao aumento da condutividade elétrica da solugdo, como pode ser
observado nos valores de condutividade de Q-AOM1%, Q-AOM2,5% e Q-AOM5%,
exibidos na Figura 22A. Tal efeito esta associado a presenca de espécies ionizaveis
no extrato das folhas de Jambu, como as alquilamidas.

As alquilamidas apresentam grupamentos funcionais amida em sua estrutura,
provenientes de aminoacidos que participam de sua sintese (Sharma; Arumugam,
2021). Portanto, sdo capazes de receber prétons em meio acido, adquirindo estrutura
positivamente carregada (Deruiter, 2005). Além disso, a condutividade elétrica de
uma solucdo depende ndo sO6 da presenca de espécies ibnicas em solucdo, mas
também da mobilidade das mesmas (Ohlweiler, 1981). As alquilamidas sédo moléculas
de baixo peso molecular, o que facilita o percurso e movimentacdo das cargas
elétricas e aumenta sua interface de contato com o meio, favorecendo a conducéo de
eletricidade (Savic et al., 2020).
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Figura 22: Valores de condutividade elétrica e potencial zeta das solu¢des

precursoras dos filmes poliméricos.
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Condutividade elétrica (A) e potencial zeta (B) de suspensfes aquosas obtidas a partir da dispersdo de
100 pL da solugao precursora dos filmes poliméricos em agua milliQ. Experimentos realizados a 25 °C
e DDP alternada de 10 mV. a — diferenca estatistica em relagdo a Q-BR. b — diferenca estatistica em
relagdo a Q-AOM5%. ¢ — diferenca estatistica em relagdo a Q-AOM2,5%. d — diferenca estatistica em
relagéo a Q-AOM1% (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O potencial zeta (PZ) se relaciona diretamente com a condutividade elétrica de
uma solucéo, visto que informa sobre a estabilidade de particulas dispersas em um
meio continuo por meio da determinacdo da magnitude de sua carga superficial (Kim
et al., 2019). Portanto, este ensaio € Util para avaliar a influéncia dos componentes
presentes no extrato das folhas de A. oleracea e da quitosana sobre a carga superficial
das particulas e seu PZ na solucédo precursora.

De acordo com a Figura 22B, as moléculas de quitosana demonstraram valores
positivos de PZ devido a existéncia de grupamentos amino em sua estrutura, 0s quais
apresentam carga superficial positiva em pH &cido (Escarcega et al., 2018; Carvalho
et al., 2019). Contudo, observou-se que a adicdo de concentracbes crescentes de
extrato diminuiu de maneira proporcional os valores de PZ nas solu¢des precursoras.
Estes resultados podem ser explicados pelas caracteristicas dos grupos funcionais da
quitosana e das alquilamidas presentes em AOM.

Os grupamentos amina da quitosana sdo compostos basicos capazes de
aceitar protons e formar ions positivamente carregados em meio acido. A constante

de ionizagdo, ou constante de basicidade, das aminas tende a ser maior do que das
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amidas, o que se traduz na maior capacidade das aminas de ganhar prétons e
adquirirem carga superficial positiva. Ja& 0s grupamentos amida, presentes nas
alquilamidas, apresentam caracteristica neutra, possuindo constante de ionizacao
muito menor em relacdo as aminas. Sendo assim, por serem menos basicas, as
amidas apresentam menor tendéncia a adquirir protons e carga superficial em meio
acido (Deruiter, 2005; Zhao et al., 2013). Estas propriedades podem ser observadas
nos valores de PZ exibidos na Figura 22B, onde as solu¢des precursoras com maiores
concentracdes de extrato, apresentam moléculas com menor carga superficial quando

comparadas com o filme Q-BR.

5.4.1.2 Determinacdo dos parametros reoldgicos das solugdes precursoras

A reologia € a ciéncia que estuda como se da a deformacao e o fluxo de um
material quando submetido a uma forca de cisalhamento, sendo de grande
importancia para o desenvolvimento de formulacdes (Spada et al., 2013). As
propriedades reologicas de solucbes poliméricas podem afetar sua espalhabilidade,
espessura e uniformidade, o que influencia diretamente no resultado final dos filmes
poliméricos. Além disso, a viscosidade de uma solucdo interfere no seu
processamento em larga escala, visto que estd diretamente relacionada com
propriedades de fluxo (Silva-weiss et al., 2013). A avaliacdo reoldgica das solucdes
precursoras foi realizada por meio dos testes estacionarios, com aplica¢do continua
de uma forca de cisalhamento, e oscilatorios, onde a aplicacdo da forca se da de
maneira intermitente.

As curvas de fluxo e viscosidade versus a taxa de cisalhamento nos fornecem
informagdes sobre como o material se comporta com a aplicagédo de uma deformacao
continua e crescente (curva ascendente) e apds a diminuicdo e interrupcdo da
aplicacao desta forca (curva descendente).

De acordo com a Figura 23, as formulacbes apresentam comportamento
tixotropico, visto que a aplicacdo da deformacéo resulta em um aumento do fluxo e
diminuicdo da viscosidade. Porém, esta alteracdo é reversivel, jA que na auséncia do
cisalhamento, e apés determinado tempo, a estrutura se reconstitui e o material volta

a apresentar a viscosidade inicial. Quanto maior a area entre a curva ascendente e a
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curva descendente, maior o tempo necessario para o retorno ao fluxo e viscosidade
iniciais, e, consequentemente, mais intenso o comportamento tixotrépico. Portanto,
materiais com maior tixotropia apresentam comportamento mais viSCOSO € menos
elastico (Mewis et al., 2009).

Ao comparar as solu¢des precursoras Q-AOM5%, Q-AOM2,5% e Q-AOM1%
com a solugédo do filme branco Q-BR, foi possivel observar que a tixotropia foi
atenuada pela adicdo de AOM. Este comportamento pode ser explicado, visto que o
extrato possivemente interfere na formacado dos emaranhados da cadeia polimérica
da quitosana, tornando os fluidos menos viscosos, 0s quais retornam mais
rapidamente a sua viscosidade e fluxo iniciais.

Ademais, é possivel dizer que todas as formulagbes apresentam
comportamento reolégico de materiais nao-newntonianos pseudoplasticos,
caracterizados pela diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
deformacéo, tipicos de formulacdes poliméricas (Chhabra, 2010). Estes resultados
estdo de acordo com um estudo de Bertolo et al., (2020), onde os autores justificam
este comportamento pelo fato do aumento da taxa de cisalhamento levar a uma maior
ordenacdo das cadeias poliméricas da quitosana, as quais tendem a se orientar em

direcdo ao estresse aplicado, diminuindo a viscosidade.

Figura 23: Curvas de fluxo e viscosidade das solucdes precursoras dos filmes em

funcdo da taxa de cisalhamento.
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Na Figura 24, foi possivel avaliar a influéncia do aumento da temperatura sobre
a viscosidade das solugbes precursoras. O aumento da temperatura intensifica a
difusdo das moléculas pelo meio e o rompimento de interacfes intermoleculares,
deixando as amostras mais fluidas e menos viscosas (Canciam, 2010). Como o
esperado, este efeito foi observado em todas solu¢des precursoras, sendo que a
solugdo Q-BR, mais viscosa, sofreu queda ligeiramente maior de viscosidade em
funcdo do aumento da temperatura em comparagdo com as solu¢cdes com extrato.
Resultado semelhante também foi observado pelos autores Bertolo et al., (2020), onde
a adicdo de extrato da casca de roméa a um gel de quitosana diminuiu a sensibilidade
da formulacao frente a variacao de temperatura.

Porém, ao avaliar a perda de viscosidade entre as temperaturas de 20 a 40 °C,
faixa de temperatura que abrange o clima brasileiro, ndo houve alteracao brusca no
comportamento das formulagcdes, em especial das solugdes precursoras dos filmes
com AOM (solugdes: Q-BR: -0,8 Pa.s; Q-AOM2,5%: -0,5 Pa.s; Q-AOM5%: -0,3 Pa.s;
Q-AOM1%: -0,2 Pa.s). Portanto, os resultados sugerem que as formulacdes nao
apresentam alteracfes intensas de viscosidade quando expostas a temperatura
ambiente. Tais aspectos devem ser levados em consideragdo no momento da

manipulacdo das formulacdes, armazenamento e transporte (Silva-weiss et al., 2013).

Figura 24: Curva de viscosidade versus temperatura das solucdes precursoras dos
filmes, de 10 a 50 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Um material viscoelastico é aquele que apresenta, a0 mesmo tempo,
propriedades de materiais sdlidos e liquidos (Khan et al., 2020). Tal caracteristica é
tipica de materiais poliméricos e foi avaliada nas solu¢des precursoras por meio da
elaboracédo de um gréafico de varredura de amplitude oscilatéria, exibido na Figura 25.

Quando o modulo G” (mdédulo viscoso ou modulo de perda) é superior a G’
(mddulo elastico ou moédulo de armazenamento), podemos dizer que o material é mais
viscoso do que elastico, apresentando, portanto, perfil mais liquido do que sélido
(Khan et al.,, 2020). Diante disso, todas as solu¢cdes precursoras dos filmes
apresentam comportamento de liquidos viscoelasticos, visto que o modulo G” é
superior a G’. Nestes casos, existem dominios sodlidos livres para se movimentar
quando o cisalhamento é aplicado, porém, diferente de amostras mais solidas, o
patamar de ligacfes intermoleculares € muito mais baixo.

Além disso, nao foi observada tendéncia de interse¢éo entre os dois médulos
G' e G", ponto de cruzamento que traduz a faixa de tensédo onde ocorre a quebra
estrutural do material. Isso se justifica pois, em formulagfes mais liquidas, este ponto
de intersecdo ndo ocorre devido a baixa estruturacdo da formulacéo.

Outro parametro que confirma o carater viscoso e predominantemente liquido
das solucdes precursoras sao os valores de tan 6 (G"/G'), dispostos na tabela 6. A tan
O permite classificar as amostras em viscosas, quando tan & > 1, visto que G"™> G', e
em elasticas, quando tan & < 1, visto que G"< G'. Como o esperado, todas as amostras
apresentaram tan & superiores a 1, podendo ser classicadas como solu¢cdes mais
viscosas, visto que o médulo G" foi predominante (Bertolo et al., 2020).

Apesar da nitida influéncia da adicdo de AOM nos valores dos médulos G" e
G', ndo foi possivel estabelecer uma relagédo direta entre a alteracdo dos modulos
viscosos e elasticos, e dos valores de tan & com a adi¢cdo de concentracdes crescentes

de AOM na solugao precursora.
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Figura 25: Curvas referentes aos médulos G’ e G” das solugdes precursoras em

funcdo da tensao de cisalhamento.
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Tabela 6: Valores de tan & das solugdes precursoras em funcéo da tensao de

cisalhamento.

tan & das solugoes precursoras

Tensao de

cisalhamento  Q-AOMS%  Q-AOM2,5%  Q-AOM1% Q-BR
0,01 1,42 1,29 1,60 1,83

0,1 1,47 1,42 1,46 1,92

1 1,55 1,45 1,40 2,10

10 1,94 1,62 1,70 2,14

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

5.4.2 Caracterizacgéo fisico-quimica dos filmes

As solugdes precursoras dos filmes foram adicionadas em placas de petri de 9
cm de didmetro e secas em estufa, obtendo-se assim os filmes poliméricos. A partir
de entdo, foram realizados ensaios para avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas
como perfil de liberagédo, microscopia eletrénica de varredura, determinacéo do peso

médio, espessura, umidade e grau de intumescimento, andlises térmicas,
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espectroscopia eletronica vibracional na regidao do infravermelho e caracterizagéo por

analise dindmico mecéanica.

5.4.2.1 Perfil de liberagéo

O processo de cura de uma ferida é multifatorial e envolve diversas etapas até a
total cicatrizagéo. Por isso, espera-se que a formulacdo ideal seja capaz de liberar
compostos bioativos de maneira gradual e controlada para que estes interajam com a
pele e exercam efeito farmacologico (Abbas et al., 2019). Sendo assim, o perfil de
liberacdo de fitoconstituintes de AOM a partir dos filmes foi realizado para simular a
liberagdo a partir de uma face da membrana, mimetizando a liberagéo unidirecional
dos fitoconstituintes na pele.

Para isso, os filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR fixados na
abertura de tubos falcon, foram posicionados em contato direto com um fluido de
feridas simulado com pH 7,4, objetivando simular as caracteristicas do exsudato
presente em lesdes cutaneas. O sistema também foi mantido a 34°C durante as 8
horas de experimento, visto que esta temperatura € compativel com a temperatura
média da superficie da pele (Smith et al., 2013). Aliquotas foram coletadas em
intervalos determinados e lidas por espectrofotometria de varredura nos
comprimentos de onda de 200 a 400 nm. Este intervalo foi escolhido por compreender
0 espectro de absorbancia tanto das alquilamidas como o espilantol, quanto dos
compostos fenolicos como o acido vanilico, classes de fitoconstituintes presentes em
AOM (Bae et al., 2010; Mudge et al., 2011; Aleixandre et al., 2017).

Ademais, a fim de determinar o comprimento de onda de maior absor¢do do
extrato puro, foi realizada a varredura por espectrofotometria de uma solugcdo de AOM
no intervalo de 200 a 400 nm (Figura 26). A regido de maior absorbancia se
concentrou entre os comprimentos de onda de 210 a 235 nm, a qual foi escolhida para

elaboracdo de uma curva padréo de AOM (Figura 27).
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Figura 26: Espectrofotometria de varredura de AOM no intervalo de 200-400 nm e

seus picos de absorbancia.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 27: Curva padrdo de AOM.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O calculo da porcentagem de fitoconstituintes liberados a partir dos filmes foi
entdo realizado utilizando-se a curva padrao de AOM conforme descrito nas equacoes

abaixo:
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] o . Abs + 0,017
Fitoconstituintes liberados (mg) = 1725 xVt

Fitoconstituintes liberados (mg) x 100

Liberagao (%) = ot

Onde,

+ Vt: volume total de fluido de feridas simulado em contato com o filme;

» Abs: Absorbancia em 235 nm da aliquota coletada no estudo de liberagcdo em
intervalo de tempo determinado;

» Ct: concentracéao total de AOM presente no filme em contato com o fluido de feridas

simulado (mg)

O gréfico de porcentagem de liberacao de fitoconstituintes a partir dos filmes
versus tempo pode ser observado no Figura 28. A partir de 40 min. do inicio do ensaio,
os filmes Q-AOM5% e Q-AOM2,5% apresentaram perfil de liberacdo constante, visto
que ndo houve diferenca estatistica entre as coletas subsequentes. O mesmo ocorreu
para o filme Q-AOM1% a partir de 20 min. do inicio da andlise. A porcentagem maxima
de liberacéo de fitoconstituintes se deu apds 240 min. para o filme Q-AOM5% (68,63%
+ 0,64). Ja para os filmes Q-AOM2,5% e Q-AOM1%, o pico de liberacdo se deu apos
300 min. do inicio do teste, com 68,81% + 2,55 e 39,81% + 1,77 de liberacao,
respectivamente (Tabela 7). O filme Q-BR apresentou perfil de liberacdo préximo a
0%, visto que este ndo possui extrato em sua composicao.

Os perfis de liberacao de fitoconstituintes obtidos a partir dos filmes sugerem
que, ao serem aplicados topicamente, os filmes poliméricos sao capazes de liberar de
maneira satisfatoria e controlada os ativos presentes na formulacdo. Tais resultados
podem ser justificados pelo fato da quitosana ser um polimero eficiente para o controle
de liberagéo de ativos, proporcionando assim a liberacao gradual destes a partir dos

filmes poliméricos (Liu et al., 2018).
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Figura 28: Porcentagem de liberacao de fitoconstituintes a partir dos filmes
poliméricos entre os tempos 0 e 480 min.
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Tabela 7: Porcentagem de liberacao de fitoconstituintes do extrato a partir dos filmes

poliméricos entre os tempos 0 e 480 min.

% de Liberacdo (média + dp)

Tempo Filme Q- Filme Q- Filme Q- )

(min) AOMS5% AOM2,5% AOM1% Fiime Q-BR
{0 0 5,05 + 0,48 4,91+ 1,55 3,91+ 0,25 0,48 £ 0,20
t1 20  4516+129  50,21° + 4,34 08,41° + 4,22 0,81 £ 0,19
{2 40  5347°+218  53,47%+3,69 32,247 + 1,23 0,74 £ 0,16
{3 60  5500%0+310 56,347 + 2,50 34,379 + 5,58 0,85 + 0,24
t4 90  60,30°°+1,88 58,667 + 3,57 37,672 £ 2,75 0,75 £ 0,26
{5 120 65000 +1,18 60,04+ 1,49 36,387 £ 2,77 0,96 £ 0,30
t6 180 67,680 +145  62,39%+2,01 38,47% + 3,74 1,02 £ 0,19
t7 240 68,630 +0,64  66,74*°+218  39,60%+ 3,37 1,51 + 0,04
t8 300 67,14%v+243  68,812°+255 39,81+ 249 1,59+ 0,21
t9 360 67,05°b+222  67,94*°+365 39,332+ 183 1,88+ 0,51
t10 420  66,49%b+238  67,45°+319  34,74°%519 3,28 2,77
t11 480 67,15%+216  66,78*°+2,47 39,382+ 0,11 1,55 + 0,45

a — diferenca estatistica em relacéo a t0. b - diferenca estatistica em relagdo a t1. (ANOVA seguido do

teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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O espilantol e o acido vanilico sdo compostos bioativos importantes presentes
em AOM, e, assim, € esperado que estes sejam liberados a partir dos filmes. Com o
objetivo de estimar a liberacdo destes compostos, foram elaborados graficos de abs.
das aliquotas nos comprimentos de onda de 220 nm, para o espilantol, e 255 nm para
o acido vanilico versus tempo de liberacdo, comprimentos de onda selecionados de
acordo com os os picos de maior abs. observados no perfil de varredura disposto na

Figura 29.

Figura 29: Espectrofotometria de varredura de espilantol e acido vanilico.
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As absorbancias das aliquotas nos comprimentos de onda selecionados
exibiram perfis semelhantes ao gréafico referente a porcentagem de liberacdo de
constituintes do extrato nos filmes poliméricos. Portanto, nos primeiros 40 min houve
um aumento significativo da absorbancia com subsequente estabilidade até o término
do experimento, tanto para o espilantol, quanto para o acido vanilico (p < 0,05) (Figura
30).

De acordo com a literatura, o espilantol € o composto majoritario presente nos
extratos de Acmella oleracea, ao qual é atribuida a maioria das atividades bioldgicas,
inclusive suas caracteristicas sensoriais de formigamento e anestesia (Uthpala;

Navaratne, 2020; Savic et al., 2021). Ja o acido vanilico, também identificado em
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AOM, apresenta potencial efeito antioxidante e anti-inflamatorio (Prachayasittikul et
al., 2009). Portanto, a liberacdo do espilantol e de compostos fendlicos a partir dos
filmes de quitosana € de suma importancia para a utilizacdo da formulacdo no

tratamento de feridas.

Figura 30: Perfil de liberagcdo dos filmes nos comprimentos de onda caracteristicos

do espilantol e do acido vanilico entre os tempos 0 e 480 min.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.4.2.2 Teores de fendis totais liberados no ensaio de perfil de liberagéo

As aliquotas obtidas em intervalos de tempos pré-determinados no ensaio de
perfil de liberacdo foram utilizadas para estimar a liberacdo de compostos fendlicos a
partir dos filmes, visto que esses compostos estdo presentes em AOM e séo
importantes para o efeito antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano da
formulag&o. Os resultados de teor de fendis totais versus tempo estdo expressos na
Figura 31.

Os filmes Q-AOM5% e Q-AOM2,5% liberaram teores de fendis superiores a Q-
AOM1% no decorrer de todo o ensaio. Esse efeito se explica pois, além do filme Q-
AOM1% possuir menor concentracdo de AOM, este apresentou liberacdo de
aproximadamente 40% dos fitoconstituintes do extrato, contra cerca de 68% dos

outros dois filmes. Também cabe destacar que houve uma liberacdo expressiva de
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compostos fendlicos a partir dos filmes Q-AOM5%, Q-AOM2,5% e Q-AOM1% apenas
na primeira hora de analise. Apds este periodo, o teor de fendis se manteve constante.

Figura 31: Teor de fendis totais liberados a partir dos filmes poliméricos versus

tempo no ensaio do perfil de liberacéo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.4.2.3 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

A caracterizacdo morfolégica da microestrutura dos filmes poliméricos Q-
AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR foi realizada com o objetivo de verificar a
uniformidade de distribuicdo de particulas de extrato e quitosana na superficie do
filme, assim como possiveis alteracdes provenientes da interacdo entre diferentes
concentracbes de extrato e a quitosana. As andlises de varredura para captura de
imagens da superficie dos filmes foram realizadas em aumentos de 1500x e 3500x e
da seccéo transversal.

A microestrutura dos filmes poliméricos pode ser observada na Figura 32. O
filme de quitosana sem o extrato Q-BR (Figura 32A) possui a superficie e borda lisas
e uniformes, sem grumos aparentes. Tais imagens sugerem que a quitosana néo se
apresenta em sua forma cristalizada, mas sim em natureza amorfa (Yadav et al.,

2020). O filme com AOM a 1% (Q-AOM1%) também apresenta superficie uniforme e
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auséncia de grupos aparentes, enquanto a imagem de secc¢ao transversal sugere uma
estrutura bem compactada. Além disso, foi possivel observar o aparecimento de
manchas escuras circulares bem definidas e espacadas, atribuidas a formacéo de
microporos. Isso se deve provavelmente a adicdo do extrato, visto que tais manchas
ndo foram vistas em Q-BR. Imagens similares também foram encontradas em filmes
de quitosana e extrato de banana no trabalho de Zhang et al., (2020).

A presenca de microporos em filmes curativos € uma vantagem para o
tratamento de feridas, visto que tal caracteristica permite a troca gasosa e a passagem
de oxigénio. O oxigénio esta envolvido em varios processos relacionados a cura da
lesdo, como no combate a infecgbes, reepitelizacdo, angiogénese e sintese de
coldgeno (Soubhagya et al., 2020).

Diferente de Q-BR e Q-AOM1%, a adicdo de AOM em maiores concentracées
(Q-AOM2,5% e Q-AOM5%) se manifesta com o aparecimento de aglomerados de
formato irregular, cuja frequéncia é diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de extrato no filme polimérico, como pode ser observado nas Figuras
32C e 32D. O aparecimento destes aglomerados pode estar relacionado a repulséo
eletrostatica entre as alquilamidas e a quitosana em solucao, visto que ambas estédo
positivamente carregadas em meio acido, como discutido anteriormente no item
5.4.1.1. Este efeito altera a aparéncia da microestrutura dos filmes, os quais ficam
menos compactados e mais rugosos. Portanto, a presenca de maiores concentracdes
de AOM em Q-AOM2,5% e Q-AOM5% e a exacerbacédo da repulsao eletrostatica entre
0s componentes em solucéo pode estar interferindo no processo de formagéo da rede
polimérica da quitosana. Tal fator ajudaria a explicar a liberacdo mais acentuada de
fitoconstituintes do extrato a partir destes filmes, enquanto que para Q-AOM1%, a
liberacdo se mostrou mais controlada e menos intensa.

Um estudo de Riaz et al., (2020) avaliou a morfologia de filmes de quitosana
incorporados com diferentes concentracdes do extrato das raizes de Allium
tuberosum. Os autores também observaram que a adicdo de concentracoes
progressivas de extrato a composicdo dos filmes resulta no aparecimento de
agregados irregulares em sua superficie, alterando a estruturacdo da matriz

polimérica.
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Figura 32: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos filmes

poliméricos.

Imagens de MEV de A) filme Q-BR; B) filme Q-AOM1% C) filme Q-AOM2,5% D) filme Q-AOM5% nos
aumentos de 1500x (a), 3500x (b) e seccbes transversais (c).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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5.4.2.4 Peso médio, espessura e teor de umidade

A medicdo de parametros como peso médio (PM) e espessura (ESP) é de
grande relevancia para avaliar a uniformidade de conteddo dos filmes, visto que
valores reduzidos de desvio padrdo (DP) para peso médio e espessura sugerem
distribuicdo uniforme do extrato na formulagdo. Neste sentido, os valores de DP
podem ser considerados de baixos a médios, ja que o coeficiente de variacao (CV) de
cada analise foi menor do que 20% (Aradjo et al.,, 2014). Tais resultados, em
associacdo com a avaliagcao do perfil de liberacdo, sugerem boa uniformidade de
conteudo.

Além disso, os dados descritos na Tabela 8 demonstram diferenca significativa
entre os pesos médios e as espessuras dos filmes Q-AOM5% (PM: 71,08 + 6,81; ESP:
0,21 £ 0,02) em comparacao a Q-AOM2,5% (PM: 47,12 + 7,47; ESP: 0,14 + 0,02), Q-
AOM1% (PM: 43,45 + 8,81; ESP: 0,15 + 0,02) e Q-BR (PM: 40,18 * 6,23; ESP: 0,15
t* 0,02), os quais sdo estatisticamente semelhantes (p < 0,05). Tais resultados
evidenciam que a concentracdo de extrato nos filmes influencia diretamente nestes
parametros, visto que o filme com maior concentracdo de extrato (Q-AOM5%) se
apresentou com maior peso médio e espessura.

Ademais, de acordo com Morais et al., (2013), curativos para o tratamento de
feridas devem possuir espessura proxima a da epiderme humana (0,05 - 2 mm).
Portanto, os filmes poliméricos desenvolvidos se encaixam nestes parametros, visto
apresentaram valores proximos da espessura da pele.

A determinacdo da umidade dos filmes também €é importante, uma vez que a
manutencdo de umidade adequada em uma lesdo cutanea € essencial para evitar seu
ressecamento e favorecer a adeséo do filme sobre o local de aplicacdo (Zeng et al.,
2018; Gushiken et al., 2021). De acordo com o exposto na Tabela 8, o teor de umidade
dos filmes foi de 14,12 + 0,89 (Q-AOM5%), 17,57 £+ 0,88 (Q-AOM2,5%), 23,77% * 3,56
(Q-AOM1%) e 13,03% + 1,99 (Q-BR). Apenas o filme Q-AOM1% apresentou diferenca
significativa em relacdo ao filme Q-BR (p < 0,05). N&o foi observada relacéo direta

entre a concentragao de extrato no filme e o aumento ou diminuigéo da umidade.
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Tabela 8: Valores de peso médio, espessura e umidade dos filmes poliméricos.

Q-AOM5% Q-AOM2,5% Q-AOM1% Q-BR

Média+ CV Mediax CV Média * CV  Meédiax CV

DP (%) DP (%) DP (%) DP (%)
Peso 71,08abc 958 47,12 1585 43,45°+ 20,28 40,18+ 15,51
(mg) + 6,81 + 7,47 8,81 6,23
Espessura 0,21%P¢+ 952 0,14+ 14,29 0,15°+ 13,33 0,15+ 13,33
(mm) 0,02 0,02 0,02 0,02
Umidade 14,12+ 6,3 17,57¢ 5,01 23,7724 1498 13,03+ 15,27
(%) 0,89 +0,88 + 3,56 1,99

a - diferenca estatistica em relagdo ao filme Q-BR. b — diferenca estatistica entre os filmes Q-AOM5%
e Q-AOM2,5%. c — diferenca estatistica entre os filmes Q-AOM5% e Q-AOM1%. d — diferenca
estatistica entre os filmes Q-AOM2,5% e Q-AOM1%. (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p <0,05).

5.4.2.5 Grau de intumescimento

A capacidade de absorver liquidos é de grande importancia para o
desenvolvimento de filmes curativos, visto que essa propriedade é fundamental para
absorcdo do excesso de exsudatos, diminuindo assim a possibilidade do
desenvolvimento de infeccBes. Além disso, tal funcionalidade é importante para
manter o filme aderido ao local de aplicacdo (Costa et al., 2014). A porcentagem de
intumescimento dos filmes esta descrita na Figura 33. Ao final das 8h de experimento,
observou-se maior absorcdo de liquidos na primeira hora de analise, seguida de
estabilidade. Ao fim do experimento, todos os filmes se mantiveram integros, sem
sinal de ruptura.

Todos os filmes apresentaram porcentagem de intumescimento
significativamente diferentes entre si no final do ensaio, sendo maior para o filme Q-
BR (142,02% + 6,61) e menor para Q-AOM5% (79,2% + 6,91), ou seja, quanto maior
a concentracao de extrato no filme, menor sua capacidade de intumescimento. Estes
resultados estdo de acordo com um trabalho de Wang et al., (2019), onde o grau de
intumescimento de filmes de quitosana foi significativamente reduzido apos a adigdo

do extrato de Herba Lophatheri.
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Os resultados aqui discutidos se devem ao fato do grau de intumescimento de
filmes compostos de quitosana se relacionar a presenca de grupamentos amino na
composicao do polimero, os quais sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio com
a agua (Shah et al., 2019). J& a reducdo da capacidade de intumescimento com a
adicdo de extrato pode ser atribuida a possiveis interacées quimicas estabelecidas
entre os fitoconstituintes do extrato e os grupamentos amino da quitosana, limitando

a interacdo do polimero com a agua por meio de pontes de hidrogénio (Wang et al.,
2019; Brés et al., 2020).

Figura 33: Gréfico de disperséo do grau de intumescimento dos filmes poliméricos

imersos em fluido de ferida simulado em um intervalo de tempo de 0 a 8h.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.4.2.6 Andlise termogravimeétrica

A analise termogravimétrica (TGA) e a termogravimetria derivada (DTG) séo
técnicas que permitem identificar a estabilidade térmica dos filmes elaborados por
meio da observagdo de transformacdes resultantes de aquecimento, como
desidratacédo, decomposicao, fusdo, entre outros. A TGA determina o perfil de perda

de massa de um material em funcdo do aumento da temperatura, enquanto a DTG
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nada mais € do que a derivada da variagdo de massa em relagdo a temperatura, nos
quais os degraus sdo substituidos por picos que delimitam as areas proporcionais as
alteracOes de massa sofridas (Meisel, 1984; Hadaruga et al., 2019). Os resultados das
analises estdo expressos na Figura 34 e na Tabela 9.

A curva de DTG da quitosana em pd, evidenciou dois eventos térmicos
importantes em aproximadamente 240°C e 450°C, os quais correspondem a
decomposicdo do polimero. Nestas temperaturas ocorre a degradacao do anel pirano
e ruptura das ligacdes glicosidicas entre a glucosamina e N-acetilglicosamina (Pereira
et al., 2012). Tais resultados estdo de acordo com maior perda de massa exibida nos
graficos de TGA entre 170 e 270 (~ 10%) e entre 410 e 520°C (=~36%).

A curva de DTG de AOM apresentou pico inicial em 190 °C, o qual pode estar
relacionado a volatilizacdo de compostos aromaticos organicos, como o acido vanilico
(Santos et al., 2020). O intervalo de 0 a 190°C correspondeu a pequena perda de
massa do extrato (~ 12%). Outros dois eventos de degradacédo térmica ocorrem entre
240 e 475°C e em um pico pronunciado em 700°C, compativeis com maior perda de
massa do extrato (240-475°C: ~ 43%; 670-730°C: ~ 22%). Nao foram encontrados na
literatura, trabalhos que correlacionem estes eventos térmicos a degradacdo de
compostos especificos. Porém, dada a composicao quimica de AOM discutida neste
trabalho, estes pontos de perda de massa podem estar associados a degradacao
térmica das alquilamidas.

Os filmes poliméricos apresentaram o0s primeiros indicios de degradacao
térmica por volta de 50 a 100°C, os quais podem ser atribuidos a evaporacédo de
solventes residuais e compostos volateis de AOM. Assim como AOM e a quitosana
em po, filmes mantiveram-se estaveis neste intervalo de temperatura, com perda de
massa de ~ 8%.

Picos bem pronunciados foram observados entre 190 e 220°C, referentes a
degradacdo da matriz polimérica da quitosana. Estas alteragbes correspondem a
intensa perda de massa exibida nos graficos de TGA, visto que entre 140 e 280°C
todos os filmes perderam em média 57% de sua massa inicial. Perfil de degradacéo
comparavel foi observado em um trabalho de Jiang et al., (2021), onde os autores
avaliaram a estabilidade térmica de filmes poliméricos de quitosana e glicerina

incorporados com o extrato de Akebia trifoliata.



112

A adicdo de concentracdes crescentes de extrato a composicao dos filmes
poliméricos ndo sugere alteracdo significativa das temperaturas de maior perda de
massa das formulagcdes em comparacdo com o filme Q-BR. Contudo, foi possivel
observar atenuacéo da intensidade dos picos entre intervalos de 50-100°C e no pico
a 190°C. Ademais, observou-se uma reducéo da estabilidade térmica da formulacéo
em comparagcdo com AOM e a quitosana em po, possivelmente devido ao
estabelecimento de novas interacdes intermoleculares e aumento da umidade.

A analise térmica de uma formulacdo € de extrema relevancia, pois fornece
informagdes acerca dos pontos de degradacao em fungéo da temperatura. Espera-se
que produtos comerciais ndo apresentem degradacao térmica até os 40°C, pois isso
reduz a necessidade de manté-los sob refrigeracéo (Dabiri et al., 2016; Spada et al.,
2014). Visto que os filmes elaborados nao exibiram perda significativa de massa aos
40°C, supde-se que estes se mantem estaveis em temperatura ambiente, podendo,

portanto, ser utilizados para aplicacdo topica.

Figura 34: Curvas de TGA e DTG dos filmes, da quitosana e do extrato puro.
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Tabela 9: Intervalos de temperatura com maior degradacéao térmica (Td) e perda de
massa (Am) dos filmes poliméricos, de AOM e da quitosana.

Al A2 A3
Td: (OC) Amy Td> (OC) Amy Tds (OC) Ams
Quitosana 170-270 10% 410-520 36% 580-880 30% 2,5%

Residuos

AOM 0-190 12% 240-475 43% 670-730 22% 3,4%
Q-AOM5% 50-100 8%  140-280 50% - - 1,29%
Q-AOM2,5% 50-100 9%  140-280 56% - - 0,94%
Q-AOM1% 50-100 6%  140-280 61% - - 1,82%
Q-BR 50-100 10% 140-280 61% - - 1,89%

A1, A2 e A3 indicam o primeiro, segundo e terceito maior estadgio de perda de massa dos materiais
durante o aquecimento.

5.4.2.7 Espectroscopia eletronica vibracional na regido do infravermelho (FTIR)

A caracterizacao dos filmes poliméricos por meio da técnica de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (FTIR) tem como objetivo determinar e
identificar grupos funcionais presentes na composi¢cao quimica da formulagao, visto
que cada grupo absorve energia a uma determinada frequéncia na regidao do
infravermelho. Além disso, objetiva-se verificar a presenca de interacdes
intermoleculares entre os componentes presentes em AOM e a quitosana, uma vez

gue estas interacdes se manifestam por deslocamento e/ou intensidade de bandas
alteradas.
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No filme Q-BR, foi possivel identificar as faixas de absor¢éo caracteristicas da
quitosana, incluindo a regido entre 3600 e 3000 cm?, que corresponde as vibracdes
de grupamentos hidroxila livres sobrepostas por ligagcdes N-H na estrutura principal
da quitosana (Figura 35) (Ma et al., 2019). Ja os picos em 2939 e 2880 cm™ sdo
caracteristicos de vibracdes de estiramento de ligacdes C-H (Montes-ramirez et al.,
2023). Além disso, outras bandas tipicas, conforme relatado na literatura, foram
detectadas, tais como os picos em 1650 cm™ (amida I, estiramento de C=0), 1550 cm"
! (amida Il, vibracéo da ligacdo N-H), 1109 cm* (amida Ill, estiramento de C-N) e 1035
cm? (estiramento de C-O) (Brés et al., 2020; Ma et al., 2019).

Figura 35: Espectros de infravermelho de AOM e dos filmes Q-AOM5%, Q-
AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023)

No espectro do extrato das folhas de jambu, sdo identificadas bandas tipicas

da presenca de compostos nitrogenados, como as alquilamidas. Bandas nas regides
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entre 3500 e 3100 cm™ sdo caracteristicas de vibracGes de estiramento de
grupamentos N-H, as quais neste trabalho, podem estar sobrepostas por vibragcbes
de grupamentos hidroxila livres, dada a presenca de compostos fendlicos no extrato.
A possibilidade da presenca de grupamentos nitrogenados é confirmada pela banda
em 1620 cm, correspondente a ligacdes C=0O, e pela banda em 1376 cm<,
correspondente a ligagbes C-N. Ambos estdo relacionados a presenca de
grupamentos amida. Bandas semelhantes foram encontradas em espectros do
espilantol e do extrato aquoso de A. oleracea, descritos nos trabalhos de Silva et al.,
(2023) e Begum et al., (2021).

Ao comparar os espectros do filme Q-BR e dos filmes com AOM (Q-AOM5%,
Q-AOM2,5% e Q-AOML1), foi possivel observar que a vibracdo de estiramento dos
grupamentos hidroxilas livres e das ligacfes N-H da quitosana sdo mais intensas no
filme Q-BR, quando comparados com os filmes incorporados com extrato (Figura 36).
Tais alteracdes podem ser causadas pela interacdo entre a matriz da quitosana e
compostos presentes no extrato. Este perfil de interacdo também foi observado em
um filme de quitosana e extrato de curcuma elaborado por Rachtanapun et al., (2021).

Outras bandas também foram atenuadas com a incorporacdo de extrato ao
filme, como ocorreu na banda em 2880 cm?, correspondente a vibracdes de C-H, em
1550 cml, estiramento C-N da amida Il, e em 1030, estiramento C-O. Assim como o
discutido no paragrafo anterior, mudangas na intensidade de bandas, assim como o
deslocamento destas, sdo manifestacbes de algum tipo de interacdo intermolecular
entre 0s grupos funcionais dos fitoconstituintes do Jambu e os grupos funcionais da

quitosana.
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Figura 36: Espectros de infravermelho sobrepostos de AOM e dos filmes Q-
AOM5%, Q-AOM2,5%, Q-AOM1% e Q-BR.
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5.4.2.8 Analise dinamico mecanica nos modos axial e rotacional

A avaliagdo da resisténcia e flexibilidade de materiais de uso topico €
fundamental para determinacdo de seu desempenho, visto que estes devem ser
capazes de suportar cargas mecanicas desde sua fabricacdo, até seu transporte e
manuseio. Além disso, para que um filme polimérico seja utilizado como um curativo,
€ desejavel que este apresente boa deformidade e resisténcia para se adaptar a
diferentes partes do corpo sem que se rompa com facilidade (Santos et al., 2019). A
analise dinAmico mecanica também é importante para avaliar a influéncia dos
constituintes da formulacédo em sua resisténcia e integridade.

A Figura 37 exibem as propriedades mecanicas dos filmes em termos de sua

resisténcia a ruptura, tanto na direcdo axial, quanto rotacional em funcédo da forca
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aplicada. Nos ensaios de ruptura axial, os filmes se rompem por estiramento, ja nos
ensaios rotacionais, esta ruptura se da por rasgo.

A andlise de ruptura axial dos filmes evidencia que a resisténcia fisica e
elasticidade foi estatisticamente reduzida apenas no filme Q-AOM1%, em relacao ao
filme branco Q-BR. Esta diminui¢do da resisténcia pode ser atribuida ao aparecimento
de microporos na superficie dos filmes de Q-AOM1%, observados nas imagens de
MEV, facilitando a ruptura. Porém, no ensaio de ruptura rotacional, os filmes se
tornaram mais frageis com a adicdo de AOM na formulacgéo, visto que Q-AOM5%, Q-
AOM2,5% e Q-AOM1% tiveram sua resisténcia estatisticamente reduzida em relacéo
a Q-BR. Esta maior fragilidade dos filmes a ruptura foi proporcional & concentracéo do
extrato.

Como discutido na analise reoldgica dos fluidos precursores e nas imagens de
MEV, a adicdo de quantidades crescentes de extrato aos filmes atrapalha a
estruturacdo das cadeias poliméricas da quitosana e resulta na formacdo de
agregados na superficie dos filmes. Esta desorganizacéo acaba proporcionando maior
fragilidade dos filmes poliméricos quando expostos a tracao.

Os trabalhos de Moradi et al., (2011) e de Altiok et al., (2010) encontraram
resultados semelhantes, visto que a incorporacao de extrato em filmes de quitosana
nao apenas alterou as propriedades mecanicas dos filmes, como diminuiu sua
resisténcia. Os autores relacionaram este efeito ao aparecimento de poros nos filmes
em decorréncia da adicdo de extrato, 0 que acaba gerando possiveis pontos de
ruptura. Porém, a adicdo de aditivos além daqueles necessarios para a formacéo da
matriz polimérica, também pode acabar reduzindo sua resisténcia fisica (Altiok et al.,
2010). No caso dos filmes desenvolvidos neste trabalho, a possivel repulsdo
eletrostatica estabelecida entre a quitosana e as alquilamidas pode ter contribuido
para maior fragilidade do material. Ademais, o aparecimento de poros na superficie
dos filmes, como ocorreu em Q-AOM1%, também pode ter contribuido para a

diminuicdo de sua resisténcia mecanica.
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Figura 37: Andlise reoldgica de ruptura axial e rotacional dos filmes poliméricos.
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a - diferenca estatistica em relacdo a Q-BR. b - diferenca estatistica em relacdo a Q-AOM5%. (ANOVA
seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
5.5 AVALIAQAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS FILMES

5.5.1 Andlise da citotoxicidade

A citotoxicidade dos filmes poliméricos foi avaliada em culturas de macrofagos
peritoneais murinos e linhagem de fibroblastos L929 por meio do teste de reducao do
MTT. Para isso, foram utilizados filmes nas dimensdes de 2x2 mm, 0s quais
corresponderam a concentracbes de AOM proximas as testadas para os extratos
puros (Q-AOM5%: 0,396 mg de AOM; Q-AOM2,5%: 0,189 mg de AOM; Q-AOM1%:
0,075 mg de AOM).

A viabilidade celular foi satisfatoria para todos os filmes testados, ja que
mantiveram ao minimo 70% de células vidveis quando comparados ao controle
negativo (DMSO) (p < 0,05). Tais resultados estdo de acordo com 0 ensaio de
viabilidade celular realizado com AOM, além de demonstrarem a baixa citotoxicidade
da quitosana, ja descrita em literatura (Bano et al., 2017; Liu et al., 2018; Visha;
Karunagaran, 2019). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade
celular (Figura 38).
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Figura 38: Viabilidade celular de fibroblastos L929 e macrofagos peritoneais

murinos apos tratamento com os filmes poliméricos de quitosana e AOM.

120
120- -
) = J
£ 1004 T 100
T s
S so0- ERY
8 504 o 60+
<] k=]
2 3 40-
S 404 =
= ]
S 204 g 207
s
0- 0-
e o oo @ @ e oo Q¥ & N
SO ST & ¢ & o
v.o o@ ?Q ("0Q ol Oés Nl ®
o 0? o (e o,v- (3

Cultura de fibroblastos L929 (A) e cultura de macréfagos peritoneais (B) tratadas com os filmes
poliméricos de quitosana. As células foram incubadas por 48h e a viabilidade celular foi avaliada pelo
teste de reducédo do MTT. AOM: extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea. Controle: Células
tratadas com DMSO (veiculo). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.5.2 Avaliacao da atividade antioxidante

Para os seguintes ensaios, as dimensdes dos filmes foram determinadas para
que a solucédo estoque obtivesse concentracdo tedrica de 1 mg/mL de extrato para Q-
AOM5%, 0,5 mg/mL, para Q-AOM2,5% e 0,2 mg/mL, para Q-AOM1% (Tabela 10).

Tabela 10: Dimens@es dos filmes poliméricos utilizados nos ensaios antioxidantes e

correspondentes concentragdes de extrato.

Concentracéo
_ _ Quantidade de de extrato
Filme Dimenséo (cm) Volume (cm3)
extrato (mg) sol. estoque
(mg/mL)
Q-AOM5% 0,4x0,4 0,00336 1,58 1,05
Q-AOM2,5% 0,4x0,4 0,00224 0,75 0,5
Q-AOM1% 0,4x0,4 0,00240 0,30 0,2
Q-BR 0,4x0,4 0,00240 - -

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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Foram realizados dois tipos de preparo das amostras para que 0S
fitoconstituintes fossem liberados a partir da formulacéo. A liberacéo forcada por meio
de centrifugacéo por 10 min objetivou acelerar o processo de liberacdo do extrato em
solucéo, procedimento também realizado em um estudo de Chu et al., (2019). Ja a
liberacdo estética de 24h a 34 °C buscou simular uma liberagdo mais lenta e gradual
dos compostos, teoricamente mais semelhante ao que aconteceria com o filme ao ser
aplicado na pele. Ambas as formas de preparo foram utilizadas nos ensaios de
sequestro de radicais DPPH e de reducdo do complexo fosfomolibdénio. Os
resultados da capacidade de sequestro de radicais DPPH para os filmes poliméricos
em diferentes concentracdes de extrato e nas duas formas de preparo da amostra
estdo expostos na Figura 39.

Assim como o0 extrato puro, os filmes apresentaram resultados dose-
dependente, visto que o filme Q-AOM5%, com maior concentracdo de extrato,
apresentou maior capacidade sequestrante (Figura 38A: 90,41%; Figura 39B:
93,51%), enquanto a capacidade sequestrante de Q-AOM2,5% (Figura 39A: 40,18%;
Figura 39B: 71,62%) e Q-AOM1% (Figura 39A: 16,71%; Figura 39B: 27,19%) foi
proporcionalmente menor. O filme branco sem o extrato ndo exibiu atividade
antioxidante. Tais resultados sugerem que a formulacdo é capaz de liberar os
fitoconstituintes bioativos em solucdo, o que corrobora o perfil de liberacdo exibido
pelos filmes poliméricos. Conforme discutido anteriormente, as propriedades
antioxidantes de AOM podem ser atribuidas a presenca de compostos fendélicos, como
o acido vanilico identificado neste trabalho, cumarinas e triterpenoides (Abdul rahim
et al., 2021).

Ao comparar os dois métodos utilizados para o preparo da amostra, foi possivel
observar que a liberacdo de 24h foi mais eficiente ao promover maior liberacdo de
fitoconstituintes antioxidantes, a partir dos filmes Q-AOM2,5% e Q-AOM1%,
possivelmente pelo maior tempo de contato e temperatura controlada. Todavia, a
atividade a antioxidante de Q-AOM5% foi semelhante para ambos os métodos de
preparo. Tal efeito pode estar relacionado a uma maior saturagdo do meio por conta
da maior concentracao de extrato ou até mesmo pela liberacdo maxima possivel ter

sido alcancgada.
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Figura 39: Atividade sequestrante de radicais DPPH dos filmes poliméricos com
diferentes concentragdes de AOM pelo método de liberagéo forcada e liberagéo

estatica por 24h.
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24h em estufa a 35°C (B). a — Diferenca estatistica em relagdo ao filme Q-AOM5%. b — Diferenca
estatistica em relagéo ao filme Q-AOM2,5% c — Diferenca estatistica em rela¢éo ao filme Q-AOM1%. d
— Diferenca estatistica em relagéo ao filme Q-BR. (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio também foi realizado para
avaliar a capacidade antioxidante total dos filmes poliméricos. Os resultados estao
descritos na tabela 11. A atividade antioxidante relativa dos filmes contendo AOM
(AAR%) em relacéo a rutina e a quercetina foi proporcional a concentracéo de extrato
nas formulagdes, para ambas as formas de preparo da amostra. Q-AOM5% exibiu
melhor AAR% em relagéo a rutina (Lib. Forcada: AAR% 46,29 + 5,58) e a quercetina
(Lib. Forcada: AAR% 28,29 + 3,41), resultados estatisticamente superiores (p < 0,05)
a AAR% de Q-AOM2,5% (Lib. Forcada AAR% rutina e quercetina: 30,39 + 2,51; e
18,57 + 1,54, respectivamente). Os filmes Q-AOM1% (Lib. Forgcada AAR% rutina e
quercetina: 14,81 £ 1,54; e 9,67 £ 1,73, respectivamente) e Q-BR (Lib. Forcada AAR%
rutina e quercetina: 11,89 £ 0,56; e 7,27 + 0,34) apresentaram capacidade antioxidante
estatisticamente semelhantes (p < 0,05). Capacidade antioxidante total proporcional
a concentracdo de AOM na formulacdo também foi observada nas amostras
submetidas a liberacdo de 24h.

Ademais, como o esperado, a AAR% dos filmes foi mais proxima ao controle

positivo rutina, assim como o observado para AOM. Entretanto, os filmes poliméricos
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apresentaram AAR% inferiores ao extrato puro. Isso se deve possivelmente a
liberacé@o incompleta dos ativos a partir do filme polimérico em solucéo hidroalcodlica.
Os métodos de preparo da amostra exibiram resultados antioxidantes estatisticamente
semelhantes para todos os filmes, com excecao de Q-AOM5%, para o qual a liberacéo

de 24h foi menos eficiente (p < 0,05).

Tabela 11: Avaliacdo da capacidade antioxidante dos filmes poliméricos por meio do

ensaio de reducédo do complexo fosfomolibdénio submetidos a liberacéo forcada e

de 24h.
Liberacao forcada Liberacéo 24h
Filme _ AAR% _ AAR%
AAR% Rutina . AAR% Rutina .
Quercetina Quercetina
Q- 28,29 +
46,29 + 5,5820¢ 35,04 + 4,773bd 21,42 + 2,912bd
AOM5% 3,412bd
Q- 18,57
30,39 + 2,51a¢d 25,51 +4,042a¢d 1559 + 2 473cd
AOM2,5% 1,54acd
< 14,81 + 1,54°¢ 9,67 + 1,73b¢ 13,47 +1,82b¢ 7,92 +1,18b¢
AOM1%
Q-BR 11,89 + 0,56 7,27 +0,34 9,29 + 0,39 5,93+0,61

a - diferenca estatistica entre o filme Q-AOM5% e Q-AOM2,5%. b - diferenca estatistica entre o filme
Q-AOM5% e Q-AOM1%. c - diferenca estatistica entre o filme Q-AOM2,5% e Q-AOM1%. d - Diferenca
estatistica dos filmes de AOM em relacéo ao filme Q-BR. (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p <
0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Um estudo de Wang et al., (2015) avaliou a atividade sequestrante de radicais
DPPH de um filme de quitosana incorporado com extrato dos frutos de Lycium
barbarum. Assim como no presente trabalho, foi observada atividade antioxidante
crescente e proporcional a concentracdo de extrato, o0 que corrobora os resultados
apresentados pelos ensaios antioxidantes, pelo teste de liberacéo e pelo doseamento
de fendis totais da formulacéo, os quais indicam que os filmes s@o capazes de liberar
os fitoconstituintes. De maneira semelhante, os autores encontraram baixa atividade

antioxidante para os filmes de quitosana sem o extrato. Tais achados, assim como os
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apresentados aqui, confirmam o aumento da capacidade antioxidante dos filmes de
quitosana ao serem incorporados com extratos vegetais. Resultados parecidos
também foram encontrados em um estudo de Kadam et al., (2021), onde os autores
avaliaram a atividade antioxidante de filmes de quitosana incorporados com o extrato

hidrometandlico das partes aéreas de Cedrus deodara.

5.5.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria

Para realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria em
cultura celular, foram utilizados filmes de 2x2 mm, mesmas dimensdes e
concentracbes empregadas no ensaio de viabilidade celular.

A producdo de NO, IL-6 e IL-12 por macréfagos murinos intraperitoneais
estimulados com LPS e IFN-y tratados com os filmes poliméricos esta disposta nas
Figura 40 e 41. Foi possivel observar que os grupos de células tratados com todos os
filmes, com excecdo de Q-BR, tiveram os niveis de NO reduzidos de forma
significativa (p < 0,05) em comparacéo ao controle-estimulo (Q-AOM1%: 34,33%; Q-
AOM2,5%: 49,45%; Q-AOM5%: 62,87%). O filme Q-BR sem extrato ndo produziu

atividade anti-inflamatéria neste ensaio.

Figura 40: Producéo de éxido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais murinos apés

o tratamento com os filmes poliméricos.
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estatisticamente significante em relacédo ao controle (a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p <
0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Assim como para o doseamento de NO, o tratamento das células com os filmes
Q-AOM5%, Q-AOM2,5% e Q-AOM1% foi capaz de reduzir significativamente (p <
0,05) a producéo das citocinas IL-6 e IL-12 em relacdo ao controle (Figura 41). Para
IL-6, esta reducao foi de 79,99%, para Q-AOM1%, 82,28% para Q-AOM2,5% e de
95,41% para Q-AOM5%. Ja os niveis de IL-12 produzidos foram indetectaveis nos
sobrenadantes das culturas dos macrofagos tratados com os filmes com AOM, néo
diferindo estatisticamente dos niveis basais (p < 0,05). O filme Q-BR nao foi capaz de

reduzir de maneira significativa a producéo das citocinas IL-6 e IL-12.

Figura 41: Dosagem de IL-6 e IL-12 em macrofagos peritoneais murinos tratados

com os filmes poliméricos.
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Niveis de IL-6 (A) e IL-12 (B) produzidos por macréfagos peritoneais tratados com os filmes. Basal:
células sem estimulo e sem tratamento. Controle: células estimuladas com LPS que n&o receberam
tratamento. As letras indicam diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle (a).
(ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados aqui exibidos s&o considerados promissores, Vvisto que
demonstram que a liberacdo de fitoconstituintes a partir dos filmes poliméricos foi
suficiente e capaz de exercer o efeito anti-inflamatorio in vitro, atividade ja discutida
para AOM.
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Quando o fendtipo pro-inflamatoério de macréfagos se prolonga no processo de
cicatrizacéo, a lesdo cutanea pode acabar dando origem a um quadro crbnico. Este
longo estado pro-inflamatorio resulta na producdo excessiva de NO e de citocinas
como IL-12 e IL-6, prejudicando a resolucdo da ferida (Ellis et al., 2018). A IL-12
promove a diferenciagdo de linfocitos T naive em linfocitos efetores, os quais
estimulam a producéo de IFN-y e o recrutamento de células pro-inflamatérias para a
lesdo (Larouche et al., 2018). Portanto, como abordado em tdpicos anteriores, a
modulacado da producao de citocinas pro-inflamatorias é fundamental para conferir um
processo de cicatrizagdo adequado.

Diante disso, Bras et al., (2020) desenvolveram um filme curativo com o extrato
etandlico das folhas de Cynara cardunculos e buscaram avaliar suas propriedades
anti-inflamatoérias por meio da dosagem da producao celular de IL-6 in vitro apés
tratamento com a formulagdo. Assim como no presente trabalho, os autores
verificaram um aumento significativo da capacidade anti-inflamatoéria, pela reducao de
IL-6, dos filmes de quitosana ao serem incorporados com o extrato. Ndo foram
encontrados trabalhos que abordem a atividade anti-inflamatéria de filmes de
quitosana e extratos vegetais sobre a reducéo da producao celular de IL-12.

Apesar de relatado na literatura, ndo foi observado nos ensaios aqui
desenvolvidos, efeito anti-inflamatério do filme de quitosana sem AOM (Q-BR). O
efeito anti-inflamatorio da quitosana parece estar relacionado ao seu peso molecular.
Um estudo de Chang et al., (2016) verificou que variedades de quitosana com mais
alto peso molecular (300, 156, 72 kDa) inibem de maneira mais eficaz a producéo de
NO e TNF-a por macrofagos estimulados com LPS, enquanto aquelas de mais baixo
peso molecular (7.1, 3.3 kDa), de maneira oposta, a aumentam. Estes resultados
estdo de acordo com o0 encontrado no presente trabalho, visto que a quitosana

utilizada para elaborac¢éo dos filmes poliméricos é de baixo peso molecular.

5.5.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada por meio da exposicdo direta

de microrganismos causadores de infeccdes cutdneas aos discos dos filmes
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poliméricos com 5 mm de didmetro. Cada disco apresentou a concentracdo tedrica de

extrato disposta na Tabela 12.

Tabela 12: Dimens@es dos filmes poliméricos utilizados nos ensaios antimicrobianos

e correspondentes concentragdes de extrato.

Quantidade de

Filme Diametro (cm) Volume (cm3)
extrato (mg)
Q-AOM5% 0,5 0,0041 1,93
Q-AOM2,5% 0,5 0,0027 0,91
Q-AOM1% 0,5 0,0029 0,37
Q-BR 0,5 0,0029 -

Fonte: Elaborado pela autora (2013).

O efeito dos filmes poliméricos sobre o crescimento microbiano em solucéo foi
avaliado sobre os microrganismos descritos no item 4.6.4.1. Para este fim, os discos
foram cortados e adicionados em placas de 96 pocos com meio de cultura e inéculo.
A presenca ou ndo de atividade inibitéria foi verificada ap6s 24h de incubacéo.
Observada a inibicdo, uma aliquota de cada poco onde ndo houve crescimento
microbiano foi adicionada em uma placa de agar sélido para avaliacdo de efeito
bactectericida/fungicida ou bacteriostatico/fungistatico. Os resultados estédo dispostos
na Tabela 13.

Observou-se atividade inibitéria bactericida sobre S. epidermidis por todos os
filmes avaliados, inclusive o filme Q-BR. Mesmo efeito foi visto para P. aeruginosa,
com excecao do filme Q-BR. Os filmes Q-AOM5% e Q-AOM2,5% também exerceram
atividade bacteriostatica sobre S. aureus. Diferente do extrato puro, os filmes nao
exibiram atividade inibitoria sobre E. coli. Com relacdo a atividade antifingica, os
filmes apresentaram atividade fungicida para ambas as linhagens de C. albicans
avaliadas, porém, o filme Q-BR nao foi eficaz em inibir o crescimento da linhagem
resistente aos antifingicos convencionais.

Os resultados descritos anteriormente corroboram os relatos de atividade
antimicrobiana da quitosana pura, visto que o filme Q-BR inibiu o crescimento de S.

epidermidis e C. albicans. Ademais, a incorporagédo de AOM ao filme foi capaz de
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atuar sinergicamente na inibicdo destes microrganismos, confirmando a atividade
antimicrobiana de AOM, ja discutida neste trabalho.

A atividade antimicrobiana da quitosana ocorre devido a interacdo entre grupos
aniénicos presentes na superficie da parede celular microbiana e os grupos catiénicos
-NHs* da cadeia polimérica da quitosana, impedindo o transporte de nutrientes (Bano
et. al., 2017). Outra possibilidade é que a quitosana invada o nucleo celular, inibindo
a sintese de RNA mensageiro e, consequentemente, a producéo de proteinas (Moeini
et al., 2020). O mecanismo de acdo exercido € diretamente relacionado ao peso
molecular (PM) da quitosana, visto que as de menor PM, como a utilizada neste
trabalho, atravessam mais facilmente a membrana celular (Hosseinnejad; Seid, 2016).

A atividade descrita anteriormente também € dependente de outros fatores
como pH, grau de desacetilacdo e microrganismo. Quanto maior a desacetilacao,
maior a porcentagem de grupamentos amino livres disponiveis para serem protonados
em pH acido < 6,5, fatores essenciais para a atividade antimicrobiana da quitosana
(El-hack et. al., 2020). Apesar de ter exibido atividade antimicrobiana frente a C.
albicans e S. epidermidis, ha relatos na literatura de inibicdo do crescimento de outros
microrganismos como S. aureus e E. coli, ndo observados neste estudo, o que pode

estar relacionado a baixa difusdo da quitosana pelo meio (Yuan et al., 2016).

Tabela 13: Efeito dos filmes poliméricos no crescimento de bactérias e fungos

causadores de infec¢des cutaneas.

Efeito no crescimento microbiano
Microrganismos Q-AOM5% Q-AOM2,5% Q-AOM1% Q-BR
Escherichia coli
(ATCC® 10536™)
Staphylococcus

epidermidis Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida
(ATCC® 0016 ™)
Staphylococcus
aureus Bacteriostatico  Bacteriostéatico - -
(ATCC® 33591™)
Pseudomonas

_ Bactericida Bactericida Bactericida -
aeruginosa
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(INCAS 2742)
Candida albicans
(ATCC® 24433™)
Candida albicans
(ATCC® 10231™)
Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Fungicida Fungicida Fungicida Fungicida

Fungicida Fungicida Fungicida -

Com o intuito de avaliar a capacidade de difusdo dos filmes e de inibir o
crescimento microbiano em meio solido, foi realizado o teste de disco-difusdo
utilizando-se as bactérias E. coli, S. epidermidis, S. aureus e a linhagem de C. albicans
resistente aos antifingicos convencionais. Como controles positivos, foram utilizados
discos de ciprofloxacino, para bactérias, e de nistatina, para fungos. O ciprofloxacino
€ um antibacteriano de amplo espectro da classe das quinolonas prescrito para o
tratamento de infec¢des cutaneas. J& a nistatina é um antifingico poliénico cujo
mecanismo de acdo se da pela ligagdo ao ergosterol, esterdide presente na
membrana celular de fungos patogénicos como a Candida sp (Hauser, 2008).

Foi possivel verificar halo de inibicdo discreto dos filmes Q-AOM5%, Q-
AOM2,5% e Q-AOM1% apenas para S. aureus e S. epidermidis (Figura 42) e (Tabela
14). Os filmes ndo foram capazes de inibir o crescimento de E. coli e C. albicans.
Ademais, os filmes Q-BR nao inibiram o crescimento de nenhum dos microrganismos
avaliados neste ensaio. Estes resultados podem estar associados a baixa difusdo dos
fitoconstituintes a partir do extrato em meio sélido, diferente do que foi observado no
teste antimicrobiano em solucéo, descrito anteriormente. Ambos os antimicrobianos
utilizados como controles positivos inibiram satisfatoriamente o crescimento dos
microrganismaos.

Resultados semelhantes foram observados em um estudo de Zheng et al.,
(2018), onde os filmes elaborados com 6leo essencial de Litsea cubeba nédo exibiram
efeito antimicrobiano sobre S. aureus e E. coli, diferente do Oleo puro. Os autores
também atribuiram este efeito a baixa difusdo dos fitoconstituintes pelo agar. A mesma
dificuldade de difusdo pelo agar sélido foi discutida para a quitosana em um trabalho
de Ruiz-Navajas et al., (2013). Portanto, a auséncia de atividade antibacteriana de Q-

BR também pode ser atribuida ao fato da quitosana se difundir muito lentamente pelo
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agar, entdo apenas 0s microrganismos em contato direto com o filme séo inibidos

(Yuan et al., 2016).

Figura 42: Halos de inibicdo para as linhagens de Escherichia coli, Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus aureus e Candida albicans.

A

Halos de inibicdo dos filmes poliméricos em Escherichia coli ATCC® 10536™ (A), Staphylococcus
epidermidis ATCC® 0016™ (B), Staphylococcus aureus ATCC® 33591™ (C) e Candida albicans

ATCC® 10231™ (D).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Tabela 14: Valores de halo de inibicdo dos filmes poliméricos para as linhagens de
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Candida

albicans.

Halo de inibicdo (mm)

: : Q- Q- Q- Q- : . S
Microrganismos Ciprofloxacino  Nistatina
AOM5% AOM2,5% AOM1% BR

Escherichia coli

(ATCC® 10536™) 0 0 0 0 20 )
Staphylococcus
epidermidis 6 6 6 0 18 -
(ATCC® 0016™)
Staphylococcus
aureus 6 6 7 0 8 -
(ATCC® 33591™)
Candida albicans
0 0 0 0 - 12

(ATCC® 10231™)

Os microrganismos desenvolveram a capacidade de se organizar em estados
coletivos muito bem-sucedidos, conhecidos como biofilmes. Os biofilmes consistem
de uma comunidade bem estruturada envolvida por uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares composta, principalmente, por &agua e
polissacarideos sollveis, podendo conter também proteinas, fosfolipidios e DNA
extracelular.

A formacédo de biofilmes é uma das maiores causas do desenvolvimento de
feridas cronicas. De acordo com Clinton e Carter (2015), menos de 10% das feridas
agudas contem biofilme, enquanto mais de 60% das feridas cronicas, sim. Biofilmes
exercem efeito protetor sobre os microrganismos, aumentando sua sobrevivéncia e
diminuindo a efetividade dos antibiéticos. Além disso, estes podem ser formados por
um conjunto de diferentes espécies de microrganismos, 0 que potencializa sua
viruléncia (Clinton; Carter, 2015). P. aeruginosa e S. aureus sdo duas bactérias
comumente isoladas em biofilmes de feridas (Chin et al., 2019), sendo, por isso,
escolhidas para o presente ensaio.

A capacidade dos discos de filmes poliméricos em impedir a adeséo do biofilme

foi avaliada por meio da inducdo da formacdo do biofilme simultaneamente ao
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tratamento com o0s biocurativos. A porcentagem de inibicdo da formagéo de biofilme
de S. aureus foi estatisticamente semelhante ao controle positivo (ciprofloxacina) para
todos os filmes avaliados (Q-AOM5%: 99,59%; Q-AOM2,5%: 83%; Q-AOM1%:
87,79%; Q-BR: 98%) (p < 0,05). De acordo com uma revisdo de literatura de Khan et
al., (2019), os grupamentos positivamente carregados da quitosana sao capazes de
reagir eletrostaticamente com componentes do biofilme carregados negativamente
como proteinas, DNA e substancias poliméricas extracelulares, inibindo sua formacao.

J& a atividade frente a adesédo de biofilmes de P. aeruginosa se mostrou dose
dependente, visto que o filme com maior concentracdo de extrato exibiu maior
atividade antibiofilme (Q-AOM5%: 67%), enquanto o de menor concentracao
apresentou atividade reduzida e semelhante a Q-BR (Q-AOM1%: 20,29%; Q-BR:
19,40%) (Tabela 15).

Existem poucos estudos publicados acerca do potencial antibiofilme do Jambu.
Um trabalho de Peretti et al., (2021) avaliou a capacidade de um extrato hidroetandlico
das folhas de A. oleracea de desintegrar biofiimes pré-formados de S. mutans. O
extrato foi capaz de reduzir em 50% a viabilidade do biofilme, de maneira semelhante
ao controle positivo.

A capacidade de evitar a adesdo de biofilme na superficie de uma leséo € de
extrema importancia ao considerarmos que o desenvolvimento do biofilme esta
intimamente relacionado ao estabelecimento de feridas crénicas, de dificil cicatriza¢éo
(Clinton; Carter, 2015). Tal fato associado a literatura escassa acerca do potencial
antibiofilme do jambu, elicitam o ineditismo dos biocurativos desenvolvidos neste

trabalho para o tratamento de lesdes cutaneas.

Tabela 15: Porcentagem média de inibicdo + DP da formacé&o de biofilme pelos
filmes poliméricos frente a S. aureus e P. aeruginosa.
Q-AOM5% Q-AOM2,5% Q-AOM1%  Q-BR  Ciprofloxacina

Staphylococcus

aureus 99,59 + 87,79 + 98,00 +
83,40 + 8,87 94,66
(ATCC® 2,72 1,91 6,73

33591™)
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Pseudomonas

, 67,41 + 20,29 + 19,40 +
aeruginosa 50,11 + 8,902 91,81
1,352 2,212 1,732

(INCAS 2742)

a - diferenca estatisticamente significante em relacéo a Ciprofloxacina (CP). (ANOVA seguido do teste
de Bonferroni, p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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6 CONCLUSAO

Foram identificados 8 compostos no AOM, sendo 7 da classe das alquilamidas,
entre elas o espilantol, e 1 composto fendlico, o acido vanilico. O extrato ndo induziu
efeitos toxicos em fibroblastos L929 e macrofagos murinos. Ademais, AOM exerceu
potencial anti-inflamatoério, por meio da reducdo dos niveis de NO, citocinas pro-
inflamatérias e CLs nos ensaios in vitro. AOM também apresentou atividade
antioxidante promissora, visto que foi capaz de exibir atividade sequestrante de
radicais livres in vitro, de diminuir a peroxidacéo lipidica e a producéo intracelular de
EROS em cultura. Ademais, observou-se atividade antimicrobiana relevante frente
aos principais microrganismos isolados em lesfes cutaneas infeccionadas, como S.
aureus e P. aeruginosa.

Os filmes exibiram peso, espessura e superficie uniformes e boa capacidade
de intumescimento, caracteristica importante para a absorc¢ao de exsudatos. Ademais,
a avalicdo do perfil de liberacdo evidenciou que estes foram capazes de liberar
fitoconstituintes de AOM de maneira satisfatoria e controlada. Os filmes se
apresentaram termicamente estaveis até 40°C e exibiram resisténcia a ruptura nas
analises reoldgicas, favorecendo seu armazenamento e aplicacao tépica. Além disso,
no ensaio de FTIR, foi possivel identificar o estabelecimento de interacfes
intermoleculares entre o polimero e os fitoconstituntes de AOM.

Assim como o extrato, os filmes n&o induziram efeitos citotoxicos e exibiram
atividade sequestrante de radicais livres in vitro, atividade anti-inflamatoéria por meio
da redugcdo da producdo celular de NO, IL-6 e IL-12 em cultura e atividade
antimicrobiana por meio da inibicdo do crescimento e adesao de biofilme das bactérias
de interesse. Tais resultados podem estar relacionados ao efeito sinérgico da
quitosana e de compostos bioativos presentes em AOM.

Logo, pode-se dizer que os biocurativos de quitosana e AOM apresentam-se
como uma formulag&o inédita para o tratamento de feridas, com caracteristicas fisico-
guimicas promissoras e amplo potencial bioativo. Oferece, ainda, uma alternativa
terapéutica biodegradavel aos tratamentos convencionais. Contudo, sugere-se a

realizacdo de estudos adicionais para confirmacédo da atividade da formulacdo no
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tratamento de feridas por meio de modelos in vivo e de ensaios de cicatrizacdo, além
de ensaios de permeacédo cutédnea e de estabilidade fisico-quimica.

Cabe ressaltar a importancia deste trabalho para a valorizacdo da
biodiversidade brasileira pela possibilidade de exploracdo sustentavel de insumos

amazonicos, impactando positivamente o ambiente e a comunidade.
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