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RESUMO

A procura por produtos antienvelhecimento aumenta a cada dia, existe uma
busca incessante por produtos que mantenham a pele jovem por mais tempo. Em
razdo disso as empresas Vvém investindo cada vez mais em formulacdes
antienvelhecimento. Um dos produtos mais utilizados é a toxina botulinica, porém esta
apresenta muitos efeitos colaterais, entdo pesquisas por alternativas naturais que
tenham o mesmo efeito, paralisar a acdo dos musculos da face, estdo cada vez em
maior numero. Dentre essas alternativas esta o extrato da Acmella oleracea. Este
trabalho teve como objetivo desenvolver filmes a base de alginato de sédio e
quitosana incorporando extrato de A. oleracea e comparar as propriedades desses
filmes. Foram produzidos trés tipos diferentes de filme, com alginato de sodio
passando por um processo de reticulacdo em uma solucéo reticuladora de ions Ca?*,
filmes de alginato de sédio sem passarem por um processo reticulador e filmes de
quitosana. Os filmes foram avaliados quanto: sua estrutura por MEV, espessura, teor
de umidade, solubilidade, grau de intumescimento e atividade antibacteriana. O
extrato inibiu 100% o crescimento de todas as bactérias usadas, apresentando alta
atividade antibacteriana. Os filmes de quitosana apresentaram-se serem mais finos.
Ja os filmes de alginato reticulados mostraram os melhores valores de contetido de
umidade, solubilidade e grau de intumescimento. O filme de alginato reticulado com
alta concentracao de extrato de A. oleracea apresentou-se como a melhor opcéo para
ser produzido tanto como curativo antimicrobiano, por ter apresentado a melhor

atividade antimicrobiana, quanto como adesivo anti-idade.

Palavras-chave: alginato de sodio, quitosana, Jambu, cosméticos, filmes

antimicrobianos



ABSTRACT

The demand for antiaging products increases every day, there is an incessant
search for products that keep the skin young longer. As a result, companies are
increasingly investing in anti-aging formulations. One of the most used products is
botulinum toxin, but it has many side effects, so research for natural alternatives that
have the same effect, paralyze the action of the muscles of the face, are increasing in
number. Among these alternatives is the Acmella oleracea extract. This work aimed to
develop films based on sodium alginate and chitosan incorporating A. oleracea extract
and to compare the properties of these films. Three different types of film were
produced with sodium alginate undergoing a crosslinking process in a Ca?* ion
crosslinker solution, sodium alginate films without going through a crosslinking process
and chitosan films. The films were evaluated for their structure by SEM, thickness,
moisture content, solubility, degree of swelling and antibacterial activity. The extract
inhibited 100% the growth of all the bacteria used, presenting high antibacterial activity.
Chitosan films were thinner. The crosslinked alginate films showed the best values of
moisture content, solubility and degree of swelling. The crosslinked alginate film with
high concentration of A. oleracea extract presented the best option to be produced
both as an antimicrobial dressing, because it presented the best antimicrobial activity,

and as an anti-aging adhesive.

Key words: sodium alginate, chitosan, Jambu, cosmetics, antimicrobial films
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1 INTRODUCAO

O maior 6rgédo do corpo humano é a pele e essa apresenta varias funcoes.
Conforme envelhecemos, a pele perde a elasticidade, a capacidade de regular as
trocas gasosas e, dessa forma, surgem sinais fisicos na pele que denotam esse
processo. Por isso, existe uma busca constante por produtos que tenham a
capacidade de manter a pele jovem por mais tempo. Desta forma, as empresas
cosmeéticas vém investindo cada vez mais em formulacdes antienvelhecimento, com
o objetivo de devolver a integridade funcional da pele e melhorar a aparéncia fisica
desta.

Muitas das altera¢cGes da pele comumente associadas ao envelhecimento como
alteracdes na pigmentacdo e rugas profundas sdo, na verdade, o resultado da
exposicao ao sol. As areas mais expostas ao sol, como o rosto, pescoco, térax, maos
e antebracos, sdo os locais onde essas mudangas ocorrem com mais frequéncia.
Como forma de se evitar o envelhecimento da pele o uso adequado de protetores
solares aliado ao uso de cosméticos anti-envelhecimento tem sido mundialmente
utilizado. Com isso, a pesquisa por novos produtos anti-envelhecimento aumenta a
cada ano o que também colabora com a economia mundial consideravelmente. Um
dos produtos utilizado com excelentes resultados é a toxina botulinica. Entretanto, o
alto custo, além de efeitos colaterais, contribui negativamente no uso desse produto
(HELFRICH; SACHS; VOORHEES, 2008).

Desta forma, a pesquisa por alternativas mais naturais que tenham o mesmo
efeito que o botox aumentou consideravelmente. Dentre essas alternativas esta a
planta Acmella oleracea. O extrato da planta Acmella oleracea apresenta varias
atividades bioldgicas, dentre elas, é capaz de bloquear a acdo muscular local (mesmo
efeito apresentado pela toxina botulinica), atuar como agente de elevacéao tdpica para
rugas, além de estimular, reorganizar e fortalecer a rede de colageno e nao é téxico.
Entretanto, o odor e a cor do extrato ndo sdo agradaveis, portanto, algum
processamento deste se faz necessario para seu uso.

Géis adesivos, hidrogeéis e filmes finos tém sido desenvolvidos para liberagcéao
controlada de agentes medicamentosos no local especifico de aplicagédo (CLOUTIER,;
MANTOVANI; ROSEI, 2015; GORRASI, 2015; ZILBERMAN et al., 2015). Esses
constituem uma das alternativas terapéuticas mais adequadas a administracao topica,

uma vez que produzem efeitos prolongados e séo facil aplicacdo (ANISREE;
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RAMASAMY; JOHN, 2012; KARKI et al., 2016). Um filme ideal deve ser baseado em
um polimero biocompativel e ndo-toxico, ser flexivel, elastico e macio (KARKI et al.,
2016; PEREIRA, et al., 2014).

Assim sendo, esse trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de filmes a
base de alginato de sédio e quitosana incorporando-se extrato de A. oleracea que
podem ser utilizados como cosmecéutico anti-envelhecimento. Por ser um de facil
utilizacdo o produto na forma de filme, provavelmente, tera ampla aceitagcdo e menor
custo quando comparado a toxina botulinica, sendo ainda indolor. Devido a alta
atividade antibacteriana, os filmes poderéo ser utilizados como curativo antibacteriano
no tratamento de feridas cutaneas infectadas. No melhor do conhecimento esse

trabalho € inédito e representa uma inovacéao tecnoldgica no segmento.
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2 OBJETIVOS
Os objetivos do trabalho estdo especificados a seguir.
2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes funcionais a base de
alginato de sodio e quitosana incorporando-se extrato de A. oleracea e comparar as
propriedades destes filmes para serem utilizados como curativos antimicrobianos e

como cosmético anti-idade.

2.2 Objetivos especificos

e Moer as flores de Acmella oleracea secas em moinho de facas;

e Realizar a extracdo por solvente da planta moida;

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato bruto de A. oleracea;

e Avaliar os componentes dos extratos obtidos por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrébmetro de Massas;

e Preparar filmes a base de alginato de soédio incorporando-se extrato de A.
oleracea em diferentes concentracbes (5, 10 e 20% m/m em relacdo ao
alginato), realizando a reticulagdo em uma e duas etapas;

e Preparar filmes a base de quitosana incorporando-se extrato de A. oleracea em
diferentes concentragdes (5, 10 e 20% m/m em relacdo a quitosana);

e Auvaliar os filmes preparados por MEV;

e Avaliar a espessura, o teor de umidade, a solubilidade e o grau de
intumescimento dos filmes preparados e compara-los;

e Avaliar e comparar a atividade antibacteriana dos filmes preparados;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 A pele

A pele € o érgao que reveste e molda o corpo, além de assegurar as relacdes
entre 0 meio interior e exterior. Anatomicamente, é um 6rgao integrante do sistema
tegumentar, juntamente com o cabelo, pélos, unhas e as glandulas sudoriparas e
sebaceas. A pele € o revestimento externo, considerado o maior 6rgdo do corpo
humano e o0 mais pesado. Consiste num grande 6rgéo estratificado, que em um adulto
médio pesa cerca de 3,6 kg. Constitui entre 10-15% da totalidade do corpo, cobrindo
uma superficie superior a 20.000 cm? e apresentando variadas funcdes e
propriedades (LANCEROTTO et al., 2011; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,2010).

Além das funcbes de aparéncia que incluem a moldagem do corpo, a pele tem
muitas outras funcdes. A principal é, sem davida, a protecdo do organismo das
ameacas fisicas externas, consistindo numa barreira de defesa microbiana, quimica,
térmica e elétrica, dotada de resisténcia, flexibilidade ou plasticidade,
impermeabilidade e com capacidade de renovacdo (MENDES, 2013).

Do ponto de vista anatdmico a pele possui diversas camadas histologicas, mas
em geral, é descrita em termos de duas camadas de tecidos: a epiderme, a derme e
a uma camada adiposa subcutanea ou hipoderme, como mostra a Figura 1. Os
medicamentos de acao topica devem ser formulados de modo a assegurar que 0s
compostos ativos atravessem adequadamente as diferentes camadas de tecido, de
modo a exercer a sua eficacia maxima. E a camada mais externa, que exerce a maior
acao de barreira a permeacao dos farmacos (LANE, 2013).

O objetivo da terapia dermatolégica é a obtencao da acao terapéutica desejada,
em areas especificas do tecido epidérmico. A maioria das doencas dermatolégicas,
reside na epiderme viavel ou parte superior da derme, 0 que requer penetragdo da
pele por difusdo ou absorcéo percutanea (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2010).
Os compostos ativos podem penetrar na pele através das células ou através dos
poros, como mostra a figura 2 (TROMMER; NEUBERT,2006).



Figura 1: Representacdo esquematica da pele humana.
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Figura 2:Vias de penetracéo na pele.
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Quando a pele € lesada, as bactérias oportunistas podem causar infeccoes e
estas podem exigir tratamento intensivo e de longo prazo. As vezes, isso pode ser
consequéncia de queimaduras ou outras lesdes cutaneas graves e, em outros casos,
revelam deficiéncias imunoldgicas, afetando tanto a pele (epiderme, derme e tecido
conjuntivo subcutaneo) quanto mucosas (bucal, ocular ou vaginal) (TROMMER,;
NEUBERT,2006).

3.2 Cosméticos anti-envelhecimento

Entre 2011-2016, o mercado global de cosméticos cresceu quatro por cento ao
ano. Os cuidados com a pele € a categoria lider de mercado (40% do mercado global)
e acredita-se que continue a ser a categoria de produtos mais rentavel, ja que espera-
se que o mercado cresca 20,1 bilh6es de dolares entre 2016 e 2019. Os Estados
Unidos sdo o maior mercado de cosméticos do mundo, com uma receita total estimada
de cerca de US$ 62,46 bilhdes (Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos — ABIHPEC).

Segundo dados da ABIHPEC (Associacao Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosmeéticos) a industria brasileira de higiene pessoal,
perfumaria e cosméticos apresentou um crescimento médio de 11,4% aa nos ultimos
20 anos, tendo passado de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 42,6 bilhdes em 2015.
Dados do IBGE mostram que o setor responde por 1,8% do PIB brasileiro, isto € o
Brasil responde por 2,8% da populacdo mundial e 9,4% do consumo mundial de
HPPC. De acordo com a Euromonitor International, o Brasil € o quarto maior mercado
consumidor do setor, ficando atras apenas dos Estados Unidos e da China, com
16,5% e 10,3% do consumo mundial, respectivamente.

Observa-se que as pessoas que mais se expbem ao sol apresentam
espessamento e coloracao acastanhada nas areas mais expostas e essas mudancas
também estédo associadas a um aumento do nimero de canceres de pele. Como forma
de se evitar o envelhecimento da pele deve-se aliar o uso adequado de protetores
solares ao uso de cosméticos anti-envelhecimento. Com isso a pesquisa por novos
produtos anti-envelhecimento tem aumentado a cada ano o que também tem
colaborado com a economia mundial consideravelmente.

A luz solar também tem um efeito cumulativo sobre a pele (fotoenvelhecimento)

que ocorre ao longo da vida de cada individuo e afeta diretamente a atividade


http://www.euromonitor.com/
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pigmentaria cutanea. A radiacdo penetra na pele e devido seu comprimento de onda
age de formas diferentes nas camadas ou estruturas da pele. A radiacdo de ondas
curtas (UVB) atinge a epiderme afetando os queratinécitos e a de ondas longas (UVA)
atinge as mesmas células da epiderme e dos fibroblastos da derme (ANDRADE;
HIGUCHI; 2014).

O aumento da quebra e a diminuicdo da producdo de colageno sao as
mudancas na pele causada pelo foto-envelhecimento. A exposicdo a luz UV induz
uma resposta subsequente de reparacédo, deixando uma "cicatriz solar". A exposi¢cao
repetitiva a luz UV ao longo da vida leva ao desenvolvimento de uma "cicatriz solar"
visivel, que se manifesta como rugas visiveis. A combinac¢do do aumento da quebra e
a diminuicdo da sintese de coldgeno resulta em uma diminui¢éo geral dos niveis de
coldgeno na derme. Essas sao as mudancas moleculares na pele cronologicamente
envelhecida (HELFRICH; SACHS; VOORHEES, 2008).

O tratamento para combater o envelhecimento da pele inclui medidas para
prevenir os danos causados pela luz UV, como os protetores solares, e também,
medicamentos e procedimentos para reverter o dano existente. Dentre eles,
destacam-se 0s cosmecéuticos, que sao produtos cosméticos que contém
ingredientes biologicamente ativos e estdo disponiveis sem receita médica. Produtos
cosmeéticos contendo peptidios, antioxidantes e agentes botanicos sdo exemplos de
cosmecéuticos (HELFRICH; SACHS; VOORHEES, 2008).

Os peptidios sédo polimeros naturais constituidos de aminoacidos que séo
fragmentos de grandes proteinas, como colageno. Existem evidéncias que essas
macromoléculas podem penetrar na derme e estimular a producdo de colageno. Os
antioxidantes sdo moléculas que agem reduzindo radicais livres, que sdo gerados por
danos causados pela luz UV e levam a quebra de colageno.

Os radicais livres atuam no processo de envelhecimento, atingindo direta e
constantemente células e tecidos. Em condigbes normais, a principal via de producao
de radicais livres nas células ocorre através da atividade respiratoria que se localiza
nas matrizes mitocondrias. O encurtamento dos teldmeros se baseia no fato de que a
cada diviséo celular ocorre uma diminuicdo das extremidades dos cromossomos e,
desse modo, ocorre 0 encurtamento progressivo dos cromossomos, causando a
inviabilidade reprodutiva das células e o envelhecimento celular (ANDRADE;
HIGUCHI, 2014).
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Existe muito interesse no uso de antioxidantes tanto por via oral como por via
topica para combater o envelhecimento da pele (HELFRICH; SACHS; VOORHEES,
2008).

J& a toxina botulinica (Botox®, Allergan Inc., Irvine, CA) é uma neurotoxina
usada para paralisar varios grupos musculares da face para a melhoria cosmética das
rugas. O Botox® é mais utilizado para tratar as rugas das regides da glabela, testa e
regido periocular. Essa neurotoxina funciona por inibicdo neuromuscular de
acetilcolina e os efeitos duram de 3 a 6 meses. Os efeitos colaterais das inje¢des de
Botox® incluem dor, hematomas e paralisia dos nervos que controlam a fungdo das
palpebras, sem contar o alto custo do tratamento (HELFRICH; SACHS; VOORHEES,
2008).

Nesse sentindo, os metabdlitos secundarios de plantas podem ser usados
diretamente ou como intermediarios na producdo de medicamentos ou como aditivos

na producdo de cosméticos.

3.3 Plantas do género Spilanthes

A Acmella oleracea € uma planta medicinal da Amazénia pertencente a familia
Compositae e que é popularmente conhecida como jambu. O extrato de suas folhas
possui o espilantol, que é uma N-isobutilamida com atividade anestésica e é utilizada
popularmente no tratamento de males da boca e da garganta, bem como anestésico
para dor-de-dente (TIWARI; JADHAV; JOSH,2011).

As plantas do género Spilanthes s&o reconhecidas por suas atividades
biolégicas e usos medicinais. As plantas desse género pertencem a familia Asteracea
e existem em, aproximadamente, 60 espécies amplamente distribuidas em regides
tropicais e sub-tropicais. Essas apresentam cerca de 40-60 cm de altura, as hastes
sao prostradas em algumas espécies e eretas em outras, com folhas lanceoladas
triangulares opostas e margens dentadas ou quase inteiras. As flores sdo amarelas,
com formato de cone ou ovoides, pedunculos longos e solitarios. Em algumas
espécies as flores podem ainda apresentar uma mancha vermelha central, como

mostra a Figura 3.
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Figura 3: Planta Acmella oleracea.

Fonte: ABECEDARIO, 2009.

Tiwari, Jadhav e Joshi (2011) reportam a presenca de varios tipos de
compostos organicos em plantas do género Spilanthes, como alcaloides, glicosideos,
flavonodides, taninos, antraquinonas, saponinas e alquilamidas. Esses Ultimos sdo os
compostos mais abundantes nas plantas do género Spilanthes e s&o os responsaveis
pela atividade bioldgica destas plantas. A alquilamida mais abundante é o espilantol
(Figura 4) que esta presente em todas as partes das plantas, mas concentra-se mais
nas flores.

Espilantol na forma de um extrato de Acmella oleracea, inibe suas contragdes
nos musculos subcutaneos, notadamente os da face e pode ser usado como um
produto anti-rugas (DEMARNE; PASSARO, 2009).

O espilantol ou afinina [(N-2-Metilpropil)-2,6,8-decatrienamida ou N-
isobutil2E,6Z,8E-decatrienamida)] € uma alcamida alifatica de féormula molecular
C14H23NO, descrita como um 0leo viscoso ardente, de coloragdo amarelo palido a
amarelo claro, que produz um efeito anestésico e de formigamento sobre a lingua
(CAVALCANTI, 2018).

O espilantol € normalmente encontrado com uma segunda alcamida (N-
2metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida) em menor quantidade denominada também
homoespilantol (CAVALCANTI, 2018).

O espilantol (1) apresenta um gosto pungente e causa efeito adstringente e
anestésico (TIWARI; JADHAV; JOSHI, 2011). As alquilamidas estdo estruturalmente
relacionadas aos endocanabindides animais e sdo altamente ativas no sistema
nervoso central. Em particular, a anandamida € um neurotransmissor cerebral
canabindide endogeno. O espilantol foi isolado em 1945 a partir do extrato etandlico
de Spilanthes acmella. Até agora, o espilantol estd comercialmente disponivel na
forma de extrato alcodlico (65% EtOH) (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).
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As plantas do género Spilanthes apresentam varias atividades biolégicas como,
diurética, larvicida, antimalaria, vasorelaxante, antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, imunomoduladora, antiviral, anestética, dentre outras. A atividade
anestésica local de plantas de género Spilanthes foi estudada em modelos animais
através da papula intracutdnea em cobaias e anestesia de plexo em sapos
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013). O extrato aquoso aéreo de S. acmella apresentou
atividade significativa que pode ser devido a presenca de alquilamidas. Seu
mecanismo de agéo envolve o blogueio de canais de Na® com entrada de tensao
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

A atividade antioxidante dos extratos de S. acmella obtidos a partir de solventes
polares e ndo polares também foi investigada. Verificou-se que o extrato acetato de
etila de flores de S. acmella exibiu a maior atividade de eliminagdo de radicais livres
(ensaios DPPH e ABTS). Isso pode ser devido a presenca de compostos fendlicos e
cumarinicos presentes nos extratos (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013). Além disso,
0 extrato de S. acmella apresenta acao relaxante muscular rdpida e atua como agente
de elevagcdo tOpica para rugas, que pode ser essencial no tratamento anti-
envelhecimento, além de estimular, reorganizar e fortalecer a rede de colageno
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

O espilantol vem sendo utilizado como um ativo anti-sinais de envelhecimento.
Segundo Cavalcanti (2018), com a contragdo muscular, as estruturas da derme
sofrem microtensdes que alteram sua estrutura e funcionalidade. Com o tempo e a
repeticdo dos movimentos, formam-se vincos nestes pontos de tensdo da pele. O
espilantol atua descontraindo e diminuindo estas microtensdes e, consequentemente,

reduz a formacgéao e profundidade das rugas de expressao.



Figura 4: Estrutura quimica do espilantol (1) e alguns de seus derivados.
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Demarne e Passaro (2009) utilizaram co-cultura do musculo nervoso, que € um

modelo de cultura utilizado para recriar a inervagdo das células musculares estriadas

humanas utilizando explants da coluna vertebral e do ganglio espinhal de embribes

de ratos. O modelo de co-cultura do musculo nervoso é um modelo adequado para

estudar a influéncia de uma substancia sobre a frequéncia de contracdo muscular,

bem como, para estudar a recuperacao da contratura apos o bloqueio das contragfes

musculares causadas por uma substancia. Através desse estudo os autores

demonstraram que em uma concentracéo de 600 x 10° %, o extrato de A. oleracea

blogueia a frequéncia de contracdo do musculo apos 6 horas de incubacao. E apds a



23

lavagem das culturas, os musculos recuperam totalmente sua atividade contratil em 1
hora. JA em concentragées de 1.200 x 10°% e 2.400 x 10 %, o extrato blogqueia a
frequéncia de contracdo do musculo apds 5 minutos de incubagéo, sendo que apos a
lavagem das culturas, os musculos recuperam totalmente sua atividade contratil em 1
hora. Os autores afirmam que dada a sua capacidade de inibir a atividade contratil, o
extrato de A. oleracea possui 0 mesmo potencial anti-rugas que a toxina botulinica
(DEMARNE; PASSARO, 2009).

Desta forma, fica claro que plantas do género Spilanthes, especialmente A.
oleracea apresentam ativos de interesse cosmético, que podem ser utilizados em
formulacdes para obter-se um efeito equivalente ao obtido pela toxina botulinica. Além
disso, ainda apresenta atividade antimicrobiana e assim pode ser utilizado no
tratamento de infec¢cdes. No melhor do nosso conhecimento, ndo existem pesquisas
cientificas sobre o desenvolvimento de filmes incorporando-se o extrato ativo de A.

oleracea, o que faz desse trabalho inédito.

3.4 Filmes funcionais

Os filmes e recobrimentos biodegradaveis sdo aqueles formados a partir de
polimeros naturais, de origem animal ou vegetal, como polissacarideos, lipidios e
proteinas e que quando lancados no meio ambiente, convertem-se em compostos
simples, mineralizados, que, redistribuidos através dos ciclos de carbono, nitrogénio
e enxofre ndo agridem o biossistema (CHANDRA; RUSTGI, 1998). Existem alguns
requisitos especificos para o seu uso, tais como: boa aceitabilidade sensorial,
propriedades de barreira e mecanicas adequadas, estabilidade bioquimica, fisico-
guimica e microbioldgica, ser in6cuo, ndo-poluente, de processamento simples e de
baixo custo (DEBEAUFORT; QUEDAZA-GALLO; VOILLEY, 1998). Esses filmes
também devem ser, de preferéncia, transparentes e ter aderéncia suficiente para
serem removidos facilmente (ASSIS; LEONI, 2003).

A elaboracéo de filmes biodegradaveis requer a utilizagdo de pelo menos um
constituinte capaz de formar uma matriz continua e de coesdo adequada, sendo este
um polimero. Dentre essas destacam-se 0s alginatos e a quitosana (GUILBERT;
CUQ; GONTARD., 1997).
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3.5 Alginato de s6dio

O alginato de sddio é um polissacarideo linear natural que pode ser isolado de
algas marrons (Laminaria digitata e Ascophyllumnodosum) e das paredes celulares,
onde esta presente como os sais de calcio, magnésio e sodio do acido alginico.
Também pode ser sintetizado por microrganismos. O alginato (Figura 5a e b) é um
polissacarideo solavel em agua anibnico linear que consiste de unidades
monomericas de (1,4)-a-D-manuronato (M) e B-L-guluronato (G), distribuidos em
diferentes propor¢cdes ao longo da cadeia (SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990;
JOHNSON; CRAIG; MERCER, 1997; KAFRANI, SHEKARCHIZADEH; BEHABADI,
2015). Por ser o Unico polissacarideo que naturalmente contém grupos carboxilicos
em cada constituinte residual, ele possui caracteristicas interessantes, apresentando
acao gelificante e espessante, biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de
toxicidade, além de ser relativamente econdmico, o que permite um amplo leque de
aplicacdo em diferentes setores industriais, como o0 quimico, o alimenticio, o
farmacéutico e o cosmético. (KAFRANI, SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2015;
KING, 1983; MOE et al., 1995).

A cadeia polimérica de alginato € composta de 3 tipos de regiées ou blocos em
diferentes proporcdes e diferentes distribuicdes na cadeia (Figura 5c). Nestas, as
propriedades fisicas dos alginatos dependem da proporcéo relativa desses 3 blocos.
Os blocos G contém apenas unidades derivadas do acido L-gulurénico que causam
maior forca do gel, os blocos M séo inteiramente baseados no acido D-manurénico
(blocos homopoliméricos), e os blocos MG consistem em unidades alternadas de
acido D-manurénico e acido L-gulurdnico (blocos heteropoliméricos) que determinam
a solubilidade de alginatos (KAFRANI, SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2015).
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Figura 5: Estrutura da molécula de alginato de sodio.
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Fonte: KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016.

A composicdo e a sequéncia do mondmero de alginato afetam seriamente as
propriedades finais dos géis de alginato, ja que a ligacdo seletiva de ions é um pré-
requisito para a formacéo de gel. A proporcdo M/G e a distribuicdo dos blocos M e G
na cadeia de alginato afetam as propriedades fisicas do alginato. As relacdes M/G<1
indicam uma grande quantidade de &cido gulurdnico, que tem a capacidade de formar
fortes juncdes. As relacbes M/G>1 s&o indicativas de uma menor proporgéo
gulurbnica, o que pode resultar em estruturas mais macias e elasticas (KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016).

O gel forte ou o polimero pouco soluvel, refere-se a capacidade do alginato de
reagir com os céations metalicos polivalentes, especificamente os ions de calcio. Esses
ions auxiliam na formacao de associagdo entre os blocos M e G. O comprimento de
blocos G determina a capacidade e seletividade do alginato para formar essas
interacOes. A difusdo de ions na solucdo de alginato causa um processo de troca
idnica onde o alginato soltivel em Agua tem que trocar seus contra-ions com Ca?* para
obter uma transi¢do sol/gel. Essa ligagdo cruzada idnica é formada por um répido
ajuste a frio e gel termicamente estavel. Ao formar géis de alginato, dois residuos

gulordnicos continuos, diaxialmente ligados, formam uma cavidade que atua como um
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local de ligacao para ions de calcio, este arranjo € conhecido como modelo "caixa de
ovos" (Figura 6) (KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2015).

Figura 6: Modelo caixa de ovos para o alginato.
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Fonte: Adaptado de KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016.

As propriedades mecanicas dos filmes de alginato estdo diretamente
relacionadas ao numero de sitios “caixas de ovos”. Assim, as caracteristicas do filme
resisténcia mecanica, propriedades de barreira, coesdo e rigidez podem ser
melhoradas. Apesar do mecanismo de gelificagdo do alginato ainda n&o ser
completamente compreendido, acredita-se que os cations metalicos polivalentes
tendem a quelar os grupos carboxilato e hidroxila do alginato. Esta quelagdo é uma
espécie de ponte entre o ion metalico e dois grupos carboxilatos e um ou mais pares
dos grupos hidroxila ocorre através de ligacBes parcialmente ibnicas e parcialmente
coordenadas, respectivamente. Desta forma, um mecanismo em dois estagios para
essa quelacdo (Figura 7) tem sido sugerido por numerosos estudos (KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016):

e primeiro, a formacdo de associacbes de dimeros unidos por ligacdes
intramoleculares forte com contribuicdes importantes de van der Waals e
interacdes de ligacao de hidrogénio nas quais os grupos funcionais envolvidos
nas quelagbes pertencem as mesmas cadeias;

e em seguida a formacdo de associacbes de dimeros intermoleculares mais
fracos nas quais os grupos funcionais carboxilato e hidroxila estao relacionados
a cadeias diferentes que ndo apresentam especificidade particular sendo

governados, principalmente, por interacdo eletrostatica;
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Figura 7: Gelificacdo do alginato com associacoes intra e intermoleculares.
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Fonte: Adaptado de KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016.

Este polimero estd sujeito a sofrer o intumescimento de sua estrutura
tridimensional. Entretanto, apresentando grau de reticulacdo adequado (processo que
pode ser realizado para corrigir a reticulacdo natural da molécula), tem grande
diminuicAio em sua permeabilidade. Como resultado, a liberacdo do agente
incorporado € lenta, permitindo entdo seu uso em sistemas que demandam um maior
controle sobre a liberacdo de suas substancias (TURBIANI; KIECKBUSCH,;
GIMENES, 2011).

Pesquisas relacionadas a biofilmes de alginato de sédio mostram que eles se
adequam bem a propoésitos farmacéuticos/medicinais. Segundo Patel (1993), eles tém
sido amplamente utilizados como curativos, sem apresentar reacfes alérgicas na
pele. Devido a sua alta capacidade de absorcao por formarem um forte gel hidrofilico,
podem ser utilizados para o tratamento de lesdes secretoras, minimizando a
contaminacdo bacteriana. Os alginatos geram sinais pro-inflamatorios que, com a

ativacdo de macréfagos humanos, propiciam o processo de cicatrizacao (THOMAS et
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al.,, 2000). Além disso, sdo capazes de manter o ambiente de cicatrizacéo
fisiologicamente umido, favorecendo a formacao do tecido de granulacéo, onde ha a
proliferacdo de células endoteliais vasculares e fibroblastos, e a consequente cura
(MOTTA, 1989).

Entretanto, biofiimes de alginato de sodio ndo apresentam propriedades
antimicrobianas. Dessa forma, se a ferida for contaminada, o processo de cicatrizagao
€ prejudicado. Por isso, faz-se necessario o uso de aditivos que tragam essa
propriedade ao biofilme, sejam eles orgénicos, inorganicos, ou até mesmo 0leos

essenciais naturais.

3.6 Quitosana

A quitosana (Figura 8) € um polissacarideo filmogénico que pode ser obtido
através de subprodutos de processos da industria alimenticia. Ela possui trés grupos
funcionais, que permitem diferentes modificacdes em sua estrutura (HROMISet al.,
2016). Essa possui excelente biocompatibilidade, citocompatibilidade, baixa
toxicidade e atividades imunoestimuladoras. Devido a estas propriedades, a quitosana
apresenta boa biocompatibilidade e efeitos positivos na cicatrizacdo de feridas.
Também pode acelerar o reparo de diferentes tecidos e facilitar a contracéo de feridas.
Esse biopolimero também tem sido usado em curativos comerciais, como 0
ChitoSamTM®, o ChitoGauze XR Pro®ChitoFlex® e o Axiostat®, que sdo curativos
hemostaticos de alto desempenho (HAMEDI et al., 2018).

Figura 8: Estrutura da molécula de quitosana.
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A quitina, poli (B-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina) € um polissacarideo natural,
que forma uma parte da matriz extracelular de certos organismos vivos, como um
proteoglicano, por exemplo insetos (cuticulas) e crustaceos (esqueletos), como
caranguejo, camardo e lagosta. E o polimero mais abundante ap0s a celulose. A
quitosana, é obtida pela desacetilacdo parcial da quitina sob condi¢des alcalinas, por
tratamento enzimatico em altas temperaturas e a partir da fermentacdo de paredes
celulares fangicas (HAMEDI et al., 2018).

Muitos estudos comprovam que os produtos degradados da quitosana séo nao-
toxicos, ndo-imunogénicos e ndo-carcinogénicos. Ainda segundo 0s autores esse
biopolimero apresenta biocompatibilidade, bioabsorvibilidade, € biodegradavel e
ainda ndo apresenta efeitos tdxicos em células. A quitosana apresenta atividade
antimicrobiana contra muitas bactérias, fungos filamentosos e leveduras, com amplo
espectro de atividade e altas taxas de morte contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, além de baixa toxicidade para as células de mamiferos (AHMED; IKRAM,
2016; HAMEDI et al., 2018).

Entretanto, a atividade antibacteriana da quitosana é dependente de fatores
intrinsecos, incluindo o tipo de quitosana, o grau de polimerizacdo, o hospedeiro, 0
constituinte natural dos nutrientes, a composi¢cao quimica ou nutriente dos substratos
e as condi¢cdes ambientais (por exemplo, atividade de agua, umidade do substrato
ambos) (AHMED; IKRAM, 2016). A gquitosana apresenta atividade antibacteriana
maior contra bactérias gram-positivas do que bactérias gram-negativas.
Aparentemente, o tamanho das particulas de quitosana desempenham um papel
importante na ativacao do inflamassoma, que € um complexo citosolico responsavel
pela ativacdo de respostas inflamatérias, como a IL-1B. Os glicanos que passaram por
filtros de tamanho definido (<20 ym), induziram a maior clivagem de pré-IL-13 e a
liberacdo da citocina madura (HAMEDI et al., 2018).

A quitosana induz a analgesia, proporcionando um efeito fresco, agradavel e
reconfortante quando aplicado a uma ferida aberta. Devido aos efeitos anti-
inflamatorios da quitosana, esta pode ser utilizada no tratamento da inflamacao
prolongada no local da ferida. A quitosana diminui significativamente a secrecéo e a
expressao de citocinas pré-inflamatérias. A quitosana exerce efeitos antiinflamatérios
inibindo a expressdo da proteina prostaglandina E2 e da ciclooxigenase-2 e
atenuando as citocinas pro-inflamatorias (AHMED; IKRAM, 2016).
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Devido as propriedades ja citadas anteriormente, os biofiimes de quitosana
também se enquadram bem no uso farmacéutico/medicinal, uma vez que apresentam
propriedades antibacterianas e cicatrizante. Alguns estudos clinicos prospectivos
demonstram a eficiéncia da quitosana no tratamento de feridas. Um estudo utilizando
um curativo de fibra gelificante de quitosana (Kytocel®) mostrou que esse € um
curativo altamente absorvente composto de fibras de quitosana que se ligam ao
exsudato da ferida para formar patégenos claros que absorvem o gel e € compativel
com o leito da ferida. Ao longo de um periodo de 4 semanas de utilizacdo ou até a
cicatrizacdo completa da ferida, examinou-se o0 vazamento, a velocidade de
cicatrizacdo, dor e mau odor. Observou-se que o curativo tem a capacidade de
gelificar quando em contato com o fluido da ferida, tornando sua retirada menos
dolorosa, bioburden reduzido, e mantem o hemostase.

Outro estudo clinico realizado 90 pacientes com feridas crénicas néo curadas,
incluindo Ulceras de pressao, uUlceras vasculares, Ulceras do pé diabético e feridas
com infecgbes menores, ou em risco de infeccdo, foram tratados com curativo de
quitosana ou gaze de vaselina tradicional como controle. Os biofilmes de quitosana
apresentaram boas propriedades de barreira para gases, além de possuirem boas
propriedades mecanicas. Apos 4 semanas de tratamento, a reducéo da area da ferida
foi significativamente maior no grupo teste do que no grupo controle e o nivel médio
de dor diminuiu consideravelmente no grupo de teste (HAMEDI et al., 2018).

Os sistemas de liberacéo controlada fornecem uma abordagem alternativa para
regular a biodisponibilidade de agentes terapéuticos em biofilmes. Em sistemas de
administracdo de farmacos controlados, um agente ativo € incorporado numa rede
polimérica e o farmaco é liberado da estrutura de uma maneira predefinida.
Dependendo da formulacdo e aplicagdo do medicamento, o tempo de liberacdo do
medicamento pode ser de algumas horas a varios meses. De acordo com a aplicagédo
de curativos e os tipos de feridas, varios tipos de medicamentos podem ser utilizados
(HAMEDI et al., 2018).

3.7 Plastificantes

A formacéo de filmes depende da solubilizagcdo da macromolécula no solvente

(agua, etanol, acido acético, outros), da adicdo de plastificante e/ou da adicdo de um
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agente reticulante, para a obtencdo de um gel. Esse gel envolve ligacdes inter e
intramoleculares cruzadas entre cadeias de polimeros, formando uma matriz
tridimensional semirrigida que envolve e imobiliza o solvente utilizado (KESTER;
FENNEMA, 1986).

O gel submetido a posterior secagem para a formacdo de um filme
biodegradavel apresenta uma coesividade que esta diretamente ligada a estrutura do
polimero, processo e parametros de fabricacdo (temperatura, tipo de solvente
utilizado, técnica de aplicagdo e evaporacao, entre outros), e da presenca de agentes
plastificantes (GUILBERT, 1986). Com a secagem do gel, o filme esta formado e sua
flexibilidade sera tanto maior ou menor em funcao da interac&o entre as cadeias do
polimero. Filmes mais rigidos sdo aqueles que apresentam interacdes mais fortes e
como consequéncia disso, sS40 menos permedveis a gases, vapor d’ agua e liquidos
(KESTER; FENNEMA, 1986). Para atenuar a alta rigidez é necessario adicionar ao
filme um plastificante, a fim de torna-lo mais manuseavel, menos quebradico e mais
flexivel.

Os plastificantes sao definidos como substancias com alto ponto de fusdo e
baixa volatilidade que quando adicionados a outro material provocam mudanc¢as nas
propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas dos mesmos (MCHUGH; KROCHTA,
1994). Além disso, em sua maioria apresentam carater hidrofilico e, por serem
normalmente moléculas pequenas, sao facilmente acoplados entre as cadeias
poliméricas devido a sua habilidade de reduzir a formacéo de ligagBes hidrogénio
entre elas, diminuindo as forcas de atracdo intermoleculares, causando um aumento
do volume livre ou da mobilidade molecular do polimero (BODMEIER; PAERATAKUL,
1997).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes depende da
compatibilidade deste com o polimero e do solvente utilizado, isto €, deve ser miscivel
no polimero e no solvente, de forma a evitar a separagdo prematura no decorrer do
processo de secagem, causando uma diminuicdo na flexibilidade do filme. A
concentracdo de plastificante usado na elaboracao de filmes geralmente varia de 10
a 60g/100g de matéria seca de polimero, dependendo da flexibilidade desejavel no
filme (GUILBERT, 1986).
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia do trabalho se deu da seguinte forma:

4.1 Moagem das flores secase extragcao por solvente da planta A. oleracea

Vinte caixas de flores de A. oleracea compradas de Ervas Finas Ltda em
Campo Limpo-SP foram moidas em um moinho de facas e passada em peneiras
granulométricas para avaliar o tamanho das particulas. Em seguida, as flores moidas
(72,59 g) foram extraidas, por extracdo por solvente, utilizando 800 ml de hexano. O
processo (Figura 9) consistiu em manter o material vegetal em contato com hexano
por nove dias com troca do solvente a cada trés dias em um ambiente protegido da
luz. A cada trés dias, o solvente foi evaporado em um sistema de rotaevaporacédo e a
massa de extrato quantificada. O material foi acondicionado em frasco ambar, pesado,
envolto em papel aluminio e armazenado em geladeira (CAVALCANTI, 2018)

O rendimento do extrato foi obtido usando a seguinte Equacao:

massa de extrato obtida
R% = — x 100
massa de planta utilizada
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Figura 9: Processo de obtencao do extrato de A.oleracea.

Mantido ao abrigo

hexano daluz por 9 dias,
trocando o solvente ' Concentracéo do solvente

Extracdo com

de 3 em 3 dias

Extrato armazenado em frasco
ambar recoberto com papel
aluminio e em geladeira

Obtencao do extrato

Fonte: Da autora, 2019.

4.2 Atividade antibacteriana do extrato de A. oleracea

Nestes bioensaios, a atividade antimicrobiana do extrato de A. oleracea obtido
foi testada contra diferentes microrganismos (Bactéria Gram-negativa: E. coli ATCC
35218e Bactérias Gram-positivas: S. aureus ATCC 29213 e B. cereus ATCC 11778).
Para avaliar o comportamento antibacteriano do extrato, a cultura de bactérias foi
diluida para uma concentragdo final de 10° células/mL e 500uL desta solugdo foi
espalhada sobre novas placas de agar com meio Muller-Hinton seguido pelo
posicionamento dos diferentes substratos. As placas foram entdo colocadas em uma
incubadora a 37°C durante 24 h. Apos esse periodo foi feita a leitura das zonas de
inibicdo (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2003).
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4.3 Anélise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de massas
(CG-EM)

Os espectros de massas dos extratos obtidos foram adquiridos, em
colaboragcdo com a empresa Ourofino Agrociéncia de Uberaba-MG, através de
ionizacao por elétrons (IE) a 70 eV em espectrémetro Shimadzu , modelo QP-2010,
com detector seletivo de massas (MSD) quadrupolo, equipado com coluna Capilar
Rxi-5MS, com 30 m de comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,25um de
espessura de filme. A temperatura do injetor foi mantida a 220 °C e a programacao do
forno de 60 a 250 °C, com taxa de aquecimento 3 °C/min. A identificacdo dos
componentes foi realizada através da comparagcdo dos espectros de massa com 0s
padrdes contidos no banco de dados da biblioteca de espectros, “NIST Mass Spectral

Library” do equipamento.

4.4 Preparacao dos filmes de alginato de sédio com incorporacéo de extrato de

A. oleracea

Os filmes de alginato de sédio foram obtidos segundo a técnica de casting de
duas formas de acordo com a metodologia de Norajit, Kim, Ryu (2010) com
modificagdes:

e em uma etapa, somente com a pré-reticulacao;

e em duas etapas, com pré-reticulacao na formulacao e pos secagem dos filmes;

Para a obtencao dos filmes de alginato em duas etapas, 2g de alginato de sodio
e 0,01 g de CaClz foram solubilizado em 100 mL de agua destilada a 80 °C com
agitacdo mecéanica. Em seguida, foi adicionado o glicerol (1.5 g/g alginato de sédio) e
0 extrato de A. oleracea (5, 10 e 20% m/m em relac&o ao alginato de sodio). A solucao
formadora de filme foi depositada em formas de silicone, nas formas maiores foram
depositados 7 ml de solugdo formadora de filme e nas formas menores foram
depositados 4 ml, e secas em estufa a 40° C por 24 h. Apos a secagem os filmes
foram mergulhados em uma solugcéo de CaClz2 2% por 30 s e secos novamente a 40°
C até que soltassem da forma facilmente.

Para a obtencéo dos filmes em uma Unica etapa, ndo foi realizada a reticulacdo
com a solucao de CaClz 2% ap0s a secagem dos filmes.
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Filmes controle, sem o extrato, também foram preparados (em uma e duas

etapas) e submetidos a todas as avaliacGes posteriores.

4.5 Preparacdo dos filmes de quitosana com incorporacdo de extrato de A.

oleracea

Os filmes de quitosana foram obtidos segundo a técnica de casting de acordo
com a metodologia de Siripatrawan&Harte (2010) modificada. A solucdo formadora de
filme foi preparada dissolvendo-se 1% de quitosana em uma solugdo de 4cido acético
1%. Essa solucdo ficou em agitagdo mecanica por 24 horas. Em seguida foi
adicionado glicerol (30% m/m em relacéo a quitosana) e extrato de A. oleracea (5, 10
e 20% m/m em relacdo a quitosana). A solucao formadora de filme foi depositada em
formas de silicone e secas em estufa a 40° C por 24h. A Figura 10 ilustra o processo

de preparacéo dos filmes.

Figura 10:Preparo dos filmes de alginato e quitosana incorporando-se extrato de A.

oleracea.

Aquecimento da solucédo Incorporacéo do
do polissacarideo com extrato Filmes nas formas de silicone
plastificante para secar em estufa

Fonte: Da autora, 2019.
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4.6 Espessura dos filmes

O controle da espessura dos filmes foi feito utilizando-se um micrémetro digital
(MITUTOYO, modelo MDC-25S, resolucdao 0,001lmm, EUA). A espessura final foi

calculada pela média aritmética de dez medidas aleatdrias sobre uma érea fixa.

4.7 MEV

As andlises por Microscopia Eletrénica de Varredura foram feitas em
colaboracdo com o Dr. Daniel Souza Correa e a Dra. Rafaela da Silveira André na
EMBRAPA Instrumentacdo, em S&o Carlos/SP. As imagens foram obtidas em
um aparelho Jeol, modelo 6510, utilizando 10 kV de tensdo, 10 cm de distancia de

trabalho e spot size de 20. As amostras foram recobertas com ouro.

4.8 Contetudo de umidade dos filmes (W)

A massa total de uma amostra de filme de 2,5 cm de diametro foi quantificada
e na sequéncia levada em estufa mantida a 105°C durante 24 h. Apés este periodo, a
massa seca final foi quantificada novamente (TURBIANI, 2007). As andlises foram
feitas em triplicata. O contetido de umidade do filme (W) foi expresso em funcao da

massa seca inicial do filme através da Equacéo:

W= (Mi—MSf) X

100
Mi

Na qual:
W — é a umidade final do filme (%);
Mi — é a massa inicial da amostra (g);

Msf— € a massa seca final da amostra (g);
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4.9 Solubilidade em agua dos filmes (S)

Para a determinacéo da solubilidade dos filmes em agua, uma amostra de filme
de 2,5 cm de diametro foi imersa em excesso de agua destilada e o sistema mantido
sob agitacdo branda a 25°C por 24 h, utilizando-se um Shaker orbital. A massa seca
final foi determinada submetendo-se esta amostra a secagem (105°C/ 24 h)
(TURBIANI, 2007). As analises foram feitas em triplicata. A solubilidade do filme (S)

foi expressa em funcao da massa seca inicial do filme através da Equacéo:

5= Msi—Msf)

1
Msi 00

Na qual:
S — é a quantidade de matéria soluvel (%);
Msi — é a massa inicial da amostra (g);

Msf— é a massa seca final da amostra (g);

4.10 Grau de intumescimento dos filmes (Swelling)

A massa inicial total de uma amostra de filme foi quantificada e o material foi
imerso em agua destilada durante 40 minutos. A cada 10 minutos o filme foi retirado
da agua, sua massa total determinada e a amostra retornada a agua, até estabilizacédo
da massa do filme. O excesso de umidade na superficie das amostras foi retirado,
colocando o filme entre duas folhas de papel de filtro, antes de cada pesagem
(TURBIANI, 2007). As analises foram feitas em triplicata. O grau de intumescimento

(GI) seréa calculado segundo a Equacéo:

_ (Mu - Mi)

Gl
Mi

Na qual:
Gl — € o Grau de Intumescimento do filme;
Mu — é a massa da amostra retirada da solugéo (Q);

Mi — é a massa inicial da amostra (g);
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4.11 Atividade das Solucdes Formadoras de Filmes (SFF)

Nestes bioensaios, a atividade biolégica dos das SFF foram testadas contra
diferentes microrganismos (Bactéria Gram-negativa: E. coli e Bactérias Gram-
positivas: S. aureus e B. cereus). Para avaliar o comportamento de antibacteriano das
SFF, as culturas de bactérias foram diluidas para uma concentracdo final de 108
células/mL e 500uL destas solucbes foram espalhadas sobre placas de Petri,
separadamente, contendo Agar Muller Hinton. As placas foram depositados discos
impregnados com as SFF. As placas de Petri foram incubadas em estufa a 37°C por
24 h e, em seguida, o tamanho das zonas de inibicdo foram aferidas. As analises
foram feitas em triplicata (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos seguem abaixo.
5.1 Moagem e extracdo de compostos da planta A. oleracea

ApOs a moagem das flores secas de A. oleracea, as mesmas foram peneiradas
em peneiras granulométricas. O pd obtido das flores moidas apresentava
granulometria < 70 mesh, 0,210 mm. Apds a extracdo, foram obtidos 3,5 g de extrato
de A. oleracea, assim, o rendimento percentual obtido foi de 4,822%.

O rendimento percentual obtido é realmente baixo devido ao fato de ter sido
realizado somente com hexano, isto &, foi obtido um extrato apolar, para ter um extrato

concentrado em espilantol.

5.2 Atividade antibacteriana do extrato de A. oleracea

Nos bioensaios realizados com o extrato de A. oleracea e as bactérias
estudadas o extrato inibiu 100% o crescimento de todas as bactérias testadas, como

mostra a Figura 11.

Figura 11: Foto das placas utilizadas nos bioensaios antibacterianos com o extrato de

A. oleracea.

Fonte: Da autora, 2019.



40

Os resultados obtidos mostram a alta atividade antibacteriana do extrato de A.
oleracea, tanto contra bactérias Gram-positivas, como contra bactérias Gram-
negativas. Como em estudos anteriores ja ficou comprovado que o extrato dessa
planta n&o apresenta toxicidade, esse pode ser utilizado no tratamento de infeccdes
bacterianas. Mas, esses resultados também s&o promissores para a incorporacao
desse extrato no preparo de filmes antimicrobianos para serem utilizados como

curativo antimicrobiano.

5.3 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrobmetro de massas
(CG-EM) do extrato de A. oleracea

O extrato de A. oleracea foi submetido a andalise por CG-EM para analise dos
compostos constituintes do extrato. O Quadro 1 apresenta 0S compostos que
constituem o extrato bruto estudado. As Figuras 12-23 os espectros de Massas dos

picos constituintes do extrato bruto.

Quadro 1: Constituintes do extrato bruto de A. oleracea.

Biciclo[7.2.0]undec-4-eno
Z-1,6-tridecadieno
1-trideceno
1,3-bis(cinamoiloximetil)adamantano
N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida, o espilantol
Acido n-hexadecandico
(92, 127)-acido octadecadiendico
Acido oxalico
Acido octadecandico
2-acetoxi-1,1,10-trimetil-6,9-epidioxidecalina

n-octacosano

n-tetracosano

Fonte: Da autora, 2019.
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Figura 12: Pico com tempo de retencao de 6,667 min, referente ao biciclo[7.2.0Jundec-

4-eno.
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Figura 13: Pico com tempo de retencdo de 6,967 min, referente ao Z-1,6-tridecadieno.
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Figura 14: Pico com tempo de retencgéo de 7,146 min, referente ao 1-trideceno.
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Figura 16: Pico com tempo de retencdo de 10,563 min, referente ao N-isobutil-
2(E),6(2),8(E)-decatrienamida, o espilantol.
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Figura 17: Pico com tempo
hexadecandico.
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Figura 18: Pico com tempo de retencéo de 13,379 min, referente ao (92, 12Z)-acido

octadecadiendico.
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Figura 19: Pico com tempo de retencao de 13,538 min, referente ao acido oxalico.
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Figura 20: Pico com tempo de

octadecandico.
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retencdo de 13,613 min, referente ao Acido
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Figura 21: Pico com tempo de retencao de 14,021 min, referente ao 2-acetoxi-1,1,10-

trimetil-6,9-epidioxidecalina.
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Figura 22: Pico com tempo de retencdo de 14,842 min, referente ao n-octacosano.
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Figura 23: Pico com tempo de retencéo de 16,479 min, referente ao n-tetracosano.
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A Figura 24 traz as estruturas dos compostos presentes no extrato de A.
oleracea. De acordo com Barbosa et al. (2016), o espilantol € um alcaloide N-
alquilamida com atividade antibacteriana e que tanto o espilantol como o extrato de

plantas do género Spilanthes sdo utilizadas em pastas de dente e géis bucais
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(Buccaldol® e Indolphar®) por conta desse efeito. O espilantol apresenta varias
atividades farmacoldgicas como atividade analgésica (RIOS;
OLIVO, 2014; DANDIN et al., 2014), atividade antioxidante (ABEYSIRI et al., 2013),
antimutagénica (ARRIAGA-ALBA; RIOS; DEGICA-CAMPOS, 2013), antinflamatéria
(DIAS et al., 2012) dentre outras.

De acordo com Paulraj, GovindarajanePalpu (2013) as alquilamidas séo
responsaveis pelas atividades: anestésica local, analgésica, antibacteriana e
antifangica. Dentre as alquilamidas, o espilantol € considerado uma das alquilamidas
mais potentes encontradas em plantas de género Spilanthes.

A atividade analgésica do espilantol € atribuida ao aumento da liberacdo de
GABA no cortex temporal cerebral (RIOS; AGUILAR-GUADARRAMA; GUTIERREZ,
2007). Ja a atividade antinflamatéria do mesmo composto é atribuida a sua
capacidade de inibir duplamente a COX e a LOX e pela diminuicdo nas
prostaglandinas, PGE2 e PGF2 (HERNANDEZ et al., 2009).

Nenhum estudo cientifico sobre 0 mecanismo de acdo antibacteriana do
espilantol ou do extrato de plantas do género Spilanthes foi encontrado. Entretanto,
de acordo com Juven et al. (1994) e Sikkema, De Bont, Poolma (1995) os
componentes dos Oleos essenciais podem agir sobre proteinas celulares nas
membranas citoplasmaticas, através de sua acumulacao na dupla camada lipidica e,
desta forma, destruir a interacéo lipideoproteina. Neste estudo néo foi utilizado 6leo
essencial, mas sim o extrato hexanico de A. oleracea, porém, como 0s componentes
desse extrato também sdo apolares, i.e., lipofilicos, € possivel que ocorra uma
interacdo entre esses compostos e a (s) porcdo (6es) hidrofébica (s) das proteinas
(JUVEN et al., 1994; SIKKEMA et al., 1995). Portanto, provavelmente, o espilantol
seja o composto responsavel pela alta atividade antibacteriana, contra B. cereus, E.
coli e S. aureus, apresentada pelo extrato de A. oleracea obtido neste trabalho.

Além disso, o espilantol em extratos de A. oleracea L. inibiu as contragdes dos
musculos subcutaneos, especialmente os da face, e pode ser usado como um produto
anti-rugas (DEMARNE; PASSARO, 2009). Assim, existem alguns produtos anti-
envelhecimento  contendo  espilantol como  Gatuline®, SYN-COLL® e
ChroNOIline™(BARBOSA et al., 2016). E ainda, segundo Boonen et al. (2010) que
estudaram a permeacéo transdérmica do espilantol em duas solucdes, 65% Etanol e
10% Polietinogilcol, combinadas com trés fluidos receptores, aplicados a pele

humana, esse permeia perfeitamente a pele em todas essas circunstancias estudadas
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(BOONEN et al., 2010). Desta forma, o preparo de filmes funcionais incorporando-se

0 extrato de A. oleracea € uma inovacgdao tecnologica de duas frentes:

e cosmeética - na qual o filme pode ser utilizado como produto anti-rugas,como
um cosmeético anti-envelhecimento;

e médica - na qual o filme incorporando-se o extrato antibacteriano pode ser
utilizado no tratamento de feridas infectadas por bactérias, como um curativo

medicamentoso.

De forma geral, pode-se dizer que o espilantol € um metabdlito secundario com
grande potencial industrial por conta de suas varias propriedades biologicas e

efeitos na saude.
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Figura 24: Estrutura dos compostos presentes no extrato de A. oleracea.
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5.4 MEV dos filmes

Os filmes preparados neste estudo foram avaliados por Microscopia Eletrbnica

de Varredura. A Figura 25 apresenta as imagens de MEV obtidas.

Figura 25: Imagens de MEV dos filmes preparados neste estudo.

Fonte :Da autora, 2019.

Legenda:A-Filme de quitosana; B-Filme de quitosana com baixa (5%) concentracdo de A. oleracea;
C- Filme de quitosana com média (10%) concentragdo de A. oleracea; D- Filme de quitosana com alta
(20%) concentracdo de A. oleracea; E- Filme de alginato sem reticulacdo F- Filme de alginato sem
reticulagdo com baixa (5%) concentracdo de A. oleracea; G- Filme de alginato sem reticulagdo com
média (10%) concentracdo de A. oleracea; H- Filme de alginato sem reticulagcdo com alta (20%)
concentracdo A. oleracea; I-Filme de alginato com reticulacdo; J- Filme de alginato com reticulacdo
com baixa (5%) concentracdo de A. oleracea; K- Filme de alginato com reticulagdo com média (10%)
concentracdo de A. oleracea; L- Filme de alginato com reticulagdo com alta (20%) concentragéo de A.
oleracea.

As imagens da Figura 25 A a D representam a superficie dos filmes a base
de quitosana, sendo que a imagem A representa o filme controle, e as imagens B, C
e D representam as superficies dos filmes contendo baixa, média e alta concentracéo
de extrato de A. oleracea, respectivamente. Como é caracteristico de filmes formados
a base de quitosana, as imagens mostram uma superficie homogénea, sem a
presenca de grandes aglomerados.

Ja as imagens da Figura 25 E, F, G e H sao referentes aos filmes a base de

alginato sem reticulacdo, sendo controle, contendo baixa, média e alta concentracao
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de extrato de A. oleracea, respectivamente. Neste caso observa-se que o filme
controle apresenta uma superficie bastante lisa e homogénea. Entretanto, a medida
gue se aumenta a concentracao de extrato, nota-se que diminui a homogeneidade da
superficie do filme e para o filme contendo alta concentracdo de extrato (Figura 25H)
observa-se a presenca de grandes aglomerados ao longo de toda a superficie
analisada.

As imagens |, J, K, L da Figura 25sao referentes aos filmes a base de alginato
com reticulacdo sendo controle, baixa 5%, média 10% e alta 20 % concentracédo de
extrato de A. oleracea, respectivamente. Nestes  casos, observa-se  que
a reticulacdo muda a caracteristica da superficie do filme, assim como,é possivel
observar visualmente. O filme controle (Figura 25 1) apresenta algumas ranhuras ao
longo da superficie analisada, caracteristica do processo de reticulagdo. Com o
aumento da concentracdo de extrato, essas ranhuras vao desaparecendo, e no filme
contendo alta concentracdo de extrato, observa-se a formacao de aglomerados com
formato caracteristicos ao longo de toda a superficie analisada. Esses aglomerados

séo referentes ao excesso de extrato que n&o interagiu com a matriz do filme.

5.5 Espessura dos filmes

Os filmes preparados neste estudo foram avaliados quanto a espessura. A
Tabela 1 apresenta a média e os desvios padrédo obtidos para cada filme estudado.A
partir dos resultados apresentados na Tabela 1 observa-se que ha uma diferenca
consideravel na espessura dos filmes estudados. Os filmes de alginato sem
reticulacédo sao significativamente mais finos que os filmes com reticulacao. Isso pode
estar relacionado com a modificacdo estrutural na cadeia polipeptidica que a
reticulacdo impde. Com a quelacdo da estrutura pelos ifons Ca?* a estrutura
tridimensional assume uma conformacg&o que ocupa mais espago e por iSso a maior
espessura dos filmes reticulados.

Ja comparando-se os filmes de alginato sem reticulacdo com os filmes de
quitosana observa-se que com excecdo do filme de quitosana incorporando-se a
maior concentracao de extrato de A. oleracea, os demais filmes de quitosana sédo bem

mais finos que os filmes de alginato.
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Tabela 1: Espessura dos filmes preparados neste estudo.

Concentracao de extrato de A.
oleracea

Controle Baixa5% Médial0% Alta 20%

Espessura
Alginato 225,000 206,500 323,750 315,750
(nm)
sem
_ N desvio
reticulacao . 0,051 0,008 0,005 0,055
padréo
Espessura
Alginato (um) 1120,500 1545,330 1042,000 1261,000
m
com " _
_ . desvio
reticulacao . 0,731 0,260 0,285 0,426
padréo
Espessura
112,000 148,000 228,750 378,500
. (nm)
Quitosana
desvio
. 0,031 0,064 0,121 0,233
padréo

Fonte: Da autora, 2019.

Os filmes obtidos sdo muito mais espessos que os filmes de alginato obtidos
por Turbiani, Kieckbusch, Gimenes (2011). Entretanto, a autora ndo incorporou extrato
aos filmes estudados. Assim, supfe-se que a incorporacéo do extrato de A. oleracea
afetou a espessura dos filmes.

5.6 Conteudo de umidade dos filmes (W)

A partir dos experimentos realizados para a determinagcdo do conteudo de
umidade nos filmes estudados foram obtidos os resultados apresentados na Tabela
2. Destaca-se que os resultados apresentados sao as médias dos dados obtidos com
seus respectivos desvios padréo.

Através dos dados apresentados na Tabela 2 observa-se que os filmes de
alginato sem reticulacdo apresentam maior conteudo de umidade e os filmes de
guitosana apresentando o menor contetdo de umidade. Para os filmes de alginato, o

controle apresenta conteudo de umidade menor que para os filmes incorporando-se o
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extrato de A. oleracea, com excecdo do filmes de alginato sem reticulacdo

incorporando-se alta concentracédo de extrato

Tabela 2: Dados de contetdo de umidade dos filmes estudados.

Concentracao de extrato de A.

oleracea
Controle Baixa5% Médial0% Alta 20%
Alginato W (%) 66,461 72,450 69,503 61,501
sem desvio
] . 6.84 6.16 3.79 3.88
reticulagdo  padrédo
Alginato W (%) 17,647 26,830 25,000 19,444
com desvio
0.87 7.81 10.2 4.94

reticulagdo  padrédo
W (%) 14,286 9,130 12,143 15,357

Quitosana desvio

dra 2.50 134 4.38 5.70
padrdo

Fonte: Da autora, 2019.

Dentre os filmes de alginato, os filmes reticulados apresentam menores
conteudos de umidade, mostrando que a reticulacdo na segunda etapa interfere no
conteudo de umidade, diminuindo esse. Ja para os filmes de quitosana, exceto o filme
de média concentracdo de extrato, o controle apresenta menor contetdo de umidade
gue os filmes incorporando-se o0 extrato de A. oleracea.O valor de umidade do filme
controle reticulado apresenta valores muito parecidos com os de Turbiani (2007) que
também realizou a reticulacdo por meio de imersdo na solucdo reticuladora. Isso
mostra que a incorporacgdo do extrato de A. oleracea aumenta a absorc¢ao de umidade.

Observa-se pela Tabela 2 que os maiores de umidade para os filmes de
alginato (reticulado e nao reticulado) foram obtidos em concentragéao baixa de extrato
e 0s menores valores de umidade foram obtidos com altas concentracdes de extrato.
Percebe-se entdo que a adicédo de extracao nos filmes de alginato diminuiu a umidade
dos filmes. Assim, o extrato pode ter atuado como plastificante nesses filmes.

Entretanto, para os filmes de quitosana observa-se exatamente o inverso, o
filme com menor valor de umidade apresenta a maior concentracdo de extrato. Isso

pode estar relacionado a como o extrato de A. oleracea interage com a estrutura da
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matriz polissacaridica. Nos filmes de alginato, o extrato de A. oleracea provavelmente
se ligar aos mesmos sitios que as moléculas de agua na matriz polimérica. Assim,
com o0 aumento da concentracdo do extrato observa-se diminuicdo do contetdo de
umidade. J& para quitosana o extrato provavelmente se liga a sitios diferentes aos que
as moléculas de agua se ligam na matriz polimérica, pois com o0 aumento da
concentracdo do extrato observa-se um aumento do conteddo de umidade nos filmes.
Nesses filmes o extrato ndo atuou como plastificante.

Assim sendo os filmes de alginato ndo reticulado e os de quitosana

apresentaram melhor em relacdo a umidade.

5.7 Solubilidade em agua dos filmes (S)

A partir dos experimentos realizados para a determinagéo da solubilidade em
agua dos filmes estudados foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 3.
Destaca-se que os resultados apresentados sdo as médias dos dados obtidos com
seus respectivos desvios padrao. Nao foi possivel calcular a solubilidade dos filmes
de alginato sem reticulagdo e de quitosana pois os mesmos dissolveram totalmente
na agua.

Os filmes de quitosana e alginato sem reticulacdo solubilizaram-se totalmente
na agua ndo sendo possivel fazer uma comparacado entre os filmes. Pode-se dizer
entdo que a reticulacdo é um processo fundamental para a producdo de filmes
funcionais.

A partir da Tabela 3 observa-se que com o aumento da concentracéo do extrato
de A. oleracea aumenta a solubilidade dos filmes em &gua. Isso pode ter acontecido
provavelmente por uma reticulagcdo compacta na superficie dos filmes (TURBIANI;
KIECKBUSCH; GIMENES, 2011) contendo maior concentracdo do extrato, nao
permitindo a difusdo de ions CA?* para o interior da matriz. Que resulta em maior

solubilidade em agua.



53

Tabela 3: Dados de solubilidade em agua dos filmes estudados.

Concentracao de extrato de A.
oleracea

Controle Baixa5% Médial0% Alta 20%

Alginato S (%) 66,667 55,778 65,667 72,000

com desvio
: - . 9.25 13.11 5.79 -
reticulacdo padréo

Fonte: Da autora, 2019.

Em futuros trabalhos, pode-se testar a adicdo de ions Ca?* em maior

concentracdo na pré-reticulacdo dos filmes.

5.8 Grau de intumescimento dos filmes (Swelling)

A partir dos experimentos realizados para a determinacdo da grau de
intumescimento dos filmes estudados foram obtidos os resultados apresentados na
Tabela 4. Destaca-se que os resultados apresentados sdo as médias dos dados
obtidos com seus respectivos desvios padrdao. Nao foi possivel calcular o grau de
intumescimento dos filmes de quitosana pois durante os primeiros 10 minutos imersos
em agua os filmes haviam se dissolvido completamente.

De acordo com a Tabela 4 pode-se observar que os filmes sem reticulacdo com
10 minutos de imersdo em agua tem um intumescimento de 0,65 GI, com 20 minutos
houve um leve aumento na absorcao da agua mas a partir de 30 minutos os filmes
param de intumescer. Acredita-se que a partir de 30 minutos os filmes passaram a se
dissolver na agua o que explica a perda de massa Turbiani, Kieckbusch, Gimenes
(2011) constata em seu trabalho que mesmo apds 36 minutos na agua os filmes ainda
permanecem com caracteristicas semelhantes as originais, porém alguns de seus
filmes chegaram a ficar até 40 minutos em imerséo na solucéo reticuladora, o que
reforca a tese de que um maior tempo de reticulagdo poderia diminuir a solubilidade e
a facilidade de absorcdo de agua por parte desses filmes. J& o filme controle ndo
reticulado obteve um grau de intumescimento maior se comparado ao reticulado,
porém seguiu 0 mesmo parametro houve um pico com 10 minutos houve uma queda,
depois permaneceu constante.

Os filmes de alginato n&o reticulados incorporando-se baixa concentracao de

extrato com 30 minutos de imersdo na agua se dissolveram completamente. Ja para
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os filmes reticulados percebe-se que com 10 minutos na agua eles intumescem,
absorvem a agua e aumentam sua massa porém a partir dos 20 minutos eles
comecgam a perde massa e diminuem seu grau de intumescimento.

Os polimeros ndo sédo soluveis em agua, apenas tem afinidade, a parte
superior hidrata e absorve agua e vai aumentando massa até um ponto em que a

parte hidratada se descola, causando assim uma reducédo na massa total do filme.

Tabela 4: Dados de grau de intumescimento dos filmes estudados.

Concentracdo de extrato de A. oleracea

Temp Controle Baixa 5% Médial0% Alta 20%
o [Média Gl [Média Gl [Média Gl [Média GI
(min) (Desvio (Desvio (Desvio (Desvio

Padrao)] Padrao)] Padrao)] Padrao)]

0
Alginato 10 0,65(0,34) 0,25(0,39) 0,23(0,08) 0,26(0,13)
sem 20 0,68(0,43) -0,27(0,46) 0,01(0,09) 0,27(0,23)
reticulacdo 30 0,42(0,27) - 0,15(0,06) 0,38(0,35)
40 0,25(0,19) - 0,39(0,36) 0,31(0,23)

0
Alginato 10 1,17(3,04) 3,64(1,06) 4,61(0,68) 4,23(0,86)
com 20 1,49(0,12) 3,04(1,26) 4,30(0,65) 3,62(1,24)
reticulagcdo 30 1,46(0,04) 2,77(1,46) 3,92(0,92) 3,32(1,23)
40 1,46(0,04) 2,62(1,69) 3,67(1,04) 2,57(1,78)

Fonte: Da autora, 2019.

Para Turbiani, Kieckbusch, Gimenes (2011), a ocorréncia de um maximo de
absorcéo de agua pode ser explicado pelo fato que os filmes absorvem rapidamente
agua e entdo ocorre uma relaxacdo em sua estrutura reticular que facilita a
solubilizagdo e difusdo dos solutos lixiviados pela agua. Assim, de acordo com a
autora, a diminuigdo do grau de intumescimento ocorre ndo sO pela menor retencéo
de agua pela estrutura reticular enfraquecida, mas também pela perda de massa

lixiviada.



55

5.9 Atividade antibacteriana dos filmes

A atividade antibacteriana foi realizada levando-se em conta as solucdes
formadoras de filme (SFF). Nesta, as SFF foram impregnadas em papéis de filtro
estéreis, e esses depositados sobre 0 meio de cultura e as bactérias inoculadas.

A partir dos experimentos realizados para a determinagdo da atividade
antibacteriana das SFF estudadas foram obtidos os resultados apresentados na
Tabela 5. Os resultados apresentados na Tabela 5 sdo as médias dos dados obtidos
com seus respectivos desvios padrao.

A partir dos dados de atividade antibacteriana das SFF (Tabela 5), observa-se
que contra B. cereus a solucéo formadora de filme de quitosana com extrato de A.
oleracea em baixa e média concentracdo apresentaram melhor atividade biologica
gue as SFF de alginato. Levando-se em conta a bactéria E. coli, nenhum dos filmes
estudados com extrato de A. oleracea apresentou atividade maior que a atividade das
SFF controle. Ja para S. aureus, as SFF de quitosana com média concentracdo de A.
oleracea, bem como os filmes de alginato com média e alta concentracédo de extrato
de A. oleracea apresentaram as melhores atividades biol6gicas. Sendo que a solucéo
formadora filme de alginato com alta concentracdo de extrato de A. oleracea
apresentou a mais alta atividade microbiolégica dentre todos as outras SFF estudadas

estudados.

Tabela 5: Dados do halo de inibicdo (mm) dos solucdes formadora de filme estudadas
contra B cereus, E. coli e S.aureus.

Zonas de inibicdo em mm (desvio padréo)

Concentracao de extrato de A. oleracea

Bactérias  Controle Baixa 5% Médial0% Alta 20%
Alginato  B.cereus 7,00(0,00) 10,67 (1,15) 11,00 (1,00) 12,00 (1,73)
sem E.coli 14,00 (1,00) 9,00 (0,00) 13,00 (3,00) 11,33 (0,58)
reticulacdo S.aureus 9,66 (0,57) 10,33(0,57) 16,33 (1,53) 23,67 (3,21)
B.cereus 10,67 (0,58) 12,67 (0,58) 12,67 (2,08) 12,33 (2,31)

Quitosana  E.coli 16,67 (1,53) 9,00 (0,00) 10,00 (0,00) 7,00 (0,00)
S.aureus 14,33 (2,08) 12,67 (4,62) 17,67 (4,93) 12,67 (4,62)

Fonte: Da autora, 2019.
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Apesar do extrato de A. oleracea ter inibido 100% das trés bactérias testadas,
aparentemente, nas solucdes formadoras de filme, o extrato deve encontrar-se em
reticulos internos da estrutura polissacaridica com pouca liberacdo, desta forma, a
guantidade liberada no tempo de avaliagdo ndo causa nenhuma sensibilidade contra
E. coli. Ou seja, as solucao formadora de filme contendo o extrato de A. oleracea nao
apresentam sensibilidade contra bactérias Gram-negativas.

J& contra bactérias Gram-positivas, especialmente S. aureus, mesmo com
possivel pouca liberagdo do extrato por parte das SFF, essa quantidade foi suficiente
para inibir essa bactéria com zonas de inibicdo consideraveis. Assim sendo, a solucao
formadora de filme de alginato com alta concentracdo de extrato de A. oleracea
apresentou-se como a melhor condicdo, das estudadas neste trabalho, para ser
utilizado como curativo medicamentoso.

N&o foram encontrados curativos antimicrobianos utilizando-se extrato de A.
oleracea, nem mesmo produtos cosméticos aliando a praticidade dos filmes adesivos
e os efeitos cosmeéticos do extrato de A. oleracea. Assim, esse trabalho propde um
produto inovador, que traz praticidade na utilizagcdo, pois as pessoas precisam
somente aplicar os filmes na regido dos olhos, glabela e sulcos nasogenianos. Os
filmes poderéo ser preparados em formas especificas para se moldar a essas regides
faciais ou serem utilizados como duas formas tépicas liquidas e o filme se formar na
pele dos consumidores. Ambas as formas séo préticas e de simples utilizacdo. Como
curativos antimicrobianos os filmes poderao ser preparados em diferentes tamanhos

para se adaptar a feridas de diferentes tamanhos.



57

6. CONCLUSOES

Apoés o desenvolvimento dos filmes e as analises foi possivel observar que:

>
>

O extrato inibiu 100% o crescimento de todas as bactérias testadas.

O processo de extracao foi efetivo e levou a obtencdo de um extrato rico em
espilantol, confirmado pela analise por CG-EM.

Os filmes de alginato sem reticulagéo sao mais finos que os reticulados.

Os filmes de quitosana, exceto com alta concentragéo de extrato, SGo mais
finos que os de alginato néo reticulado.

Os filmes de alginato sem reticulacdo apresentam maior valor de umidade e os
de quitosana menor, dentre os filmes estudados.

Os filmes de quitosana e alginato sem reticulagéo solubilizaram totalmente na
agua.

Os filmes de alginato reticulados tiveram o maior grau de intumescimento que
os filmes de alginato n&o reticulados.

A SFF de alginato com alta (20%) concentragdo de extrato de A. oleracea
apresentou a maior atividade antimicrobiana;

Assim, o filme de alginato reticulado incorporando-se alta (20%) concentracao
de extrato de A. oleracea apresentou-se como a melhor opcéo dentre os filmes
estudados para ser utilizado como curativo antimicrobiano e como filme ativo

com efeito botox.
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