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RESUMO

As queimaduras constituem um problema de saude publica mundial,
representando uma das principais causas de morbidade, gerando baixa qualidade
de vida do acometido, desfiguracéo e até mesmo incapacidade. E o quarto problema
mais comum causado por trauma no mundo, chegando até a 180.000 mortes por
ano. Sua classificagdo se da em graus, sendo que quanto maior o grau, maior a
gravidade associada. Um problema muito comum associado as queimaduras séo as
infecgdes secundarias. Estas ainda representam cerca de 61% das causas de ébito
em queimados, mesmo apos melhora terapéutica ao longo dos anos. As infecgdes
secundarias apresentam alguns microrganismos-chave no processo infeccioso,
como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.
No entanto, muito ainda precisa ser feito para melhorar o tratamento das
queimaduras, visto que as vitimas de queimaduras apresentam imunossupressao,
baixa capacidade de absor¢cdo de antimicrobiano no tecido, além de poderem
apresentar microrganismos multirresistentes como colonizadores das lesdes,
culminando na falha do tratamento. A quitosana € um biopolimero interessante em
relacdo as suas propriedades, apresentando boa aderéncia, auséncia de
citotoxicidade, atividade antimicrobiana e cicatrizante. Paralelamente, a 6leo-resina
de alecrim (ORA) também possui atividades antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antioxidantes interessantes. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi formular um
filme polimérico a base de quitosana com ORA em diferentes concentragdes visando
o controle das infecgcbes secundarias em lesdes por queimadura. Primeiramente foi
avaliada atividade antibacteriana da ORA frente a um screening, por meio de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Microbicida Minima (CMM),
tendo a mesma apresentado bom desempenho e atividade bacteriostatica para
todas as espécies testadas. Posteriormente foram realizados teste de cinética de
morte para duas estirpes de S. aureus, nos quais foi possivel verificar que a ORA
atrasa a fase log de S. aureus por, pelo menos, 6 horas. Entretanto, apos 24 horas
as bactérias voltaram a crescer, o que confirma a agao bacteriostatica observada no
CMM. Em relagdo aos filmes formulados, foram obtidos filmes homogéneos em
relagdo a mistura de seus constituintes, mas com presenga de irregularidades nas

suas superficies, variando de acordo com a concentracédo de ORA e a temperatura



de secagem utilizada. Os filmes também foram avaliados em relagcdo aos
parametros de qualidade peso médio, espessura, umidade, intumescimento e
solubilidade, apresentando caracteristicas adequadas para um futuro filme curativo.
A analise de espectroscopia Raman e FT-IR permitiram a avaliagdo das interacdes
moleculares entre os constituintes da formulagao, além da identificagdo de grupos
funcionais deles, como regides correspondentes a ligagbes C-O presentes em
alcoois e fendis, assim como regides de O-H referentes as ligacbes de hidrogénio.
Por fim, a atividade antibacteriana dos filmes pela técnica de disco-difusdo
demonstrou atividade para as espécies testadas, embora em uma menor escala do
que o controle de atividade iodopolividona a 10%. Assim, conclui-se que foi possivel
obter uma formulagao de filme a base de quitosana e ORA, apresentando estes
potenciais promissores no manejo de queimaduras considerando o controle das
infecgdes secundarias e a necessidade da constante pesquisa para
desenvolvimento de formulagdes topicas bioativas que sejam mais eficazes para o

paciente.

Palavras-chave: Lesdes na pele; Filmes tépicos; Biopolimeros; Alecrim; Atividades

bioldgicas.



ABSTRACT

Burns constitute a global public health problem, representing one of the main
causes of morbidity, generating low quality of life for those affected, disfigurement
and even disability. It is the fourth most common problem caused by trauma in the
world, accounting for up to 180,000 deaths per year. It is classified in degrees, with
the higher the degree, the greater the associated severity. A very common problem
associated with burns is secondary infections. These still represent around 61% of
the causes of death in burns, even after therapeutic improvements over the years.
Secondary infections present some key microorganisms in the infectious process,
such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter
baumannii. However, much still needs to be done to improve the treatment of burns,
as burn victims present immunosuppression, low capacity for absorption of
antimicrobials in the tissue, in addition to being able to present multi-resistant
microorganisms as colonizers of the lesions, resulting in treatment failure. Chitosan is
an interesting biopolymer in relation to its properties, presenting good adhesion,
absence of cytotoxicity, antimicrobial and healing activity. At the same time,
rosemary oleoresin (ORA) also has interesting antimicrobial, anti-inflammatory and
antioxidant activities. Therefore, the objective of the present work was to formulate a
polymeric film based on chitosan with ORA in different concentrations aiming to
control secondary infections in burn injuries. First, the antibacterial activity of ORA
was evaluated against screening, using Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Microbicidal Concentration (MMC), which showed good performance and
bacteriostatic activity for all species tested. Subsequently, death kinetic tests were
carried out for two strains of S. aureus, in which it was possible to verify that ORA
delays the log phase of S. aureus for at least 6 hours. However, after 24 hours the
bacteria grew again, which confirms the bacteriostatic action observed in MMC.
Regarding the formulated films, homogeneous films were obtained in relation to the
mixture of their constituents, but with the presence of irregularities on their surfaces,
varying according to the concentration of ORA and the drying temperature used. The
films were also evaluated in relation to quality parameters: average weight,
thickness, humidity, swelling and solubility, presenting suitable characteristics for a
future healing film. Raman and FT-IR spectroscopy analysis allowed the evaluation

of molecular interactions between the constituents of the formulation, in addition to



the identification of their functional groups, such as regions corresponding to C-O
bonds present in alcohols and phenols, as well as O-H regions referring to C-O
bonds. hydrogen. Finally, the antibacterial activity of the films using the disk diffusion
technique demonstrated activity for the species tested, although on a smaller scale
than the polyvidone iodine (10%) activity control. Thus, it is concluded that it was
possible to obtain a film formulation based on chitosan and ORA, presenting
promising potential in the management of burns considering the control of secondary
infections and the need for constant research to develop bioactive topical

formulations that are more effective for the patient.

Keywords: Skin injuries; Topical films; Biopolymers; Rosemary; Biological activities.
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1 INTRODUGAO

As queimaduras representam um problema significativo de saude publica
(OMS, 2023). Sua gravidade pode ser determinada pela profundidade da les&o e
pela extensdo da area afetada, incluindo lesbes mais comuns, como a de primeiro
grau, seguidas das de segundo, terceiro e em quadros mais graves, de quarto grau
(Greenhalgh, D.G., 2019; Jeschke, M.G. et al., 2020). Além de impactar a estética e
o psicoloégico do paciente, as queimaduras podem levar a morte (Parvizi, A. et al.,
2023).

Considerando-se o espectro microbiano comumente associado as feridas por
queimaduras, embora este seja diversificado, pode-se tragar um perfil ao longo da
evolugdo clinica. Nos primeiros cinco dias existe um predominio de espécies
bacterianas Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e espécies do género
Streptococcus, principalmente, seguido de colonizagdo por bactérias Gram-
negativas a partir do quinto dia, como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae. Estas Ultimas estdo associadas a maior
morbimortalidade da infeccdo (Ladhani, H.A.; Yowler, C.J.; Claridge, J.A., 2021).
Assim, para a terapéutica dessas condi¢des, existem varios medicamentos no
mercado. No entanto, muitos apresentam desvantagens, como a sulfadiazina de
prata, que retarda a regeneragdo da pele (Greenhalgh, D.G., 2019) e a
iodopolividona, que exibe alta toxicidade e leva ao aumento da dor (Moncrief, J.A.,
1985). Entretanto, a problematica nédo se restringe diretamente a desvantagem da
droga, mas esta relacionada a outros fatores como alcance dos antimicrobianos em
baixa concentragcdo nos tecidos, e quando associada a uma imunossupressao, pode
resultar em resisténcia bacteriana com consequente falha terapéutica (Patel, K. et
al., 2023).

Portanto, a prevengao e o controle de infecgcbes em vitimas de queimaduras
sdo desafios constantes durante o manejo de queimados. Dessa forma, o
desenvolvimento de novas formulagdes para o tratamento dessas lesbes, que
aumentem a eficacia da terapia e resulte em uma melhor cicatrizacdo devem ser
alvos constantes de pesquisa. Nesse sentido, filmes poliméricos com atividades
bioldgicas favoraveis podem ser promissores para o tratamento de lesbes causadas

por queimaduras.
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Entre os inumeros polimeros utilizados para a formulagdo desses filmes, a
quitosana se destaca por ser um polissacarideo natural, biodegradavel, atodxico,
biocompativel e que possui uma boa adesdo. Além dessas caracteristicas, este
polimero é capaz de induzir a producgéo de citocinas, fibroblastos e colageno tipo 1V,
levando também a ativagdo de macréfagos (Paul, P.; Kolesiyska, B.; Sujka, W.,
2019). Alguns estudos mostram efeitos positivos na reepitelizagcdo da pele,
diminuindo a formagcdo de cicatrizes (Catanzano, O.; Boateng, J., 2015;
Alemdaroglu, C. et al, 2006). A quitosana também possui propriedades
antimicrobianas (Cai-Ling, K. et al., 2021), importantes para o controle de uma
infecgao.

A versatilidade da quitosana faz com que ela seja um polimero aplicado em
varias formulagdes, e quando combinadas com outras substancias de potencial
farmacolégico, é esperado que um sinergismo acontegca e que as atividades
biolégicas da formulacdo sejam aprimoradas. O uso de recursos vegetais no
tratamento de algumas condigdes tem sido explorado pela populagdo humana ha
milhares de anos (Sharma, A. et al, 2021). Muitas espécies vegetais apresentam
atividade anti-inflamatoria, antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana (Woollard,
A.C.; Tatham, K.C.; Barker, S., 2007), importantes no tratamento das queimaduras.

Entre as espécies vegetais que apresentam propriedades biologicas
interessantes para o tratamento dessas lesdes, esta o alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), uma planta aromatica pertencente a familia Lamiaceae, de origem no
Mediterraneo, mas atualmente cultivado de forma ampla pelo mundo, sendo sua
producao considerada de baixo custo (Mena, P. et al, 2016). Suas atividades
biolégicas sédo decorrentes de sua complexa e variada composicdo quimica,
podendo variar pelo método de extragcao utilizado e condi¢cbes de cultivo da planta.
Dentre os principais compostos bioativos encontrados nos extratos e 6leos dessa
espécie, estdo os acidos rosmarinico e fendlicos, flavonoides, cineol, pineno e
borneol, todos responsaveis por seus efeitos farmacologicos, como redugdo da
resposta inflamatdria, protecdo do estresse oxidativo, atividade antimicrobiana,
dentre outros (Andrade, J.M. et al, 2018; Oliveira, J.R. et al, 2017).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
nova formulagao de filme polimérico a base de quitosana com incorporacdo de ORA
para o manejo de lesdes causadas por queimaduras, com foco na sua

caracterizagao fisico-quimica e atividade antimicrobiana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUEIMADURAS

As queimaduras sao traumas subestimados (Jeschke, M.G. et al., 2020) e
definidas, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2023), como
lesdes na pele ou outro tecido organico, causadas pelo calor, contato direto com
fogo, eletricidade, radiagao, friccdo, gases ou substancias quimicas. Os fatores de
risco sdo multivariados e elas representam um dos principais problemas de saude
publica por afetar ndo somente a estética e o psicoldgico do individuo, mas também
pode levar a morte (Parvizi, A. et al., 2023). Lesdes por queimaduras nao fatais
representam uma das principais causas de morbidade, como sequelas e perda de
funcbes motoras, podendo acarretar em longo tempo de hospitalizacao,
desfiguracédo e incapacidade. Além disso, as cicatrizes hipertroficas resultantes de
algumas lesdes podem levar a modificagdes de comportamento e humor, como
depressao e apatia, podendo gerar doengas psicopatologicas (Guimaraes, M.A. et
al., 2012), o que impacta a qualidade de vida.

Dados da OMS (2023) revelam que as feridas por queimaduras constituem o
quarto problema mais comum causado por esse tipo de trauma no mundo, com
numero de mortes que chegam a 180.000 pessoas por ano, ocorrendo
principalmente em paises de baixo e médio desenvolvimento, se correlacionando
com status socioecondmico. Essa correlagdo se da por variados fatores, como
campanhas preventivas ineficazes, profissionais do atendimento inicial sem
treinamento qualificado e falta de acesso amplo a populagdo (Potokar, T. et al.,
2020).

No Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ,
2023), considerando-se a populacdo em unidades hospitalares do SUS, as
gueimaduras decorrentes de acidentes foram mais frequentes em individuos de 20 a
39 anos (40,7%) e do sexo masculino (57%). Do total de acidentes ocorridos em

domicilio, a maioria se concentra em jovens menores de 15 anos (92%), em idosos
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(84,4%) e em mulheres (81,6%), que ocorreram principalmente com o manuseio de
substancias quentes. J4 em relagao aos 6bitos por queimaduras no pais, dados de
2015 a 2020 (Tabela 1) mostram um total de 19.772 mortes, sendo 53,3%
decorrentes de queimaduras térmicas, 46,1% de queimaduras elétricas e 0,6% de
outras causas, como radiacdo, substancias quimicas e geladura (Brasil, 2022), com
destaque para o aumento de mortes em 2020, ano em que a pandemia de covid-19

comegou no pais e a quarentena foi adotada.

Tabela 1 — Numero de obitos por queimaduras e taxas de mortalidade, segundo

causa especifica de 2015 a 2020.

Todas as causas Causas térmicas Causas elétricas Qutras causas

N ™ N ™ N ™ N ™

Ano

2015 3.207 1,48 1.673 0,74 1.517 0,73 7 0,01
2016 3.297 1,47 1.813 0,76 1.462 0,70 2 0,01
2017 3.338 1,48 1.799 0,75 1.525 0,72 14 0,01
2018 3.230 1,40 1.756 0,71 1.455 0,69 19 0,01
2019 3.246 1,42 1.683 0,69 1.543 0,71 20 0,01
2020 3.454 1,48 1.821 0,73 1.615 0,74 18 0,01

Total 19.772 10.545 9117 110

Fonte: Boletim Epidemioldgico — Ministério da Saude (2023).

Queimaduras podem variar em sua gravidade, o que depende da
profundidade da lesdo e da extensdo da area que foi afetada. Sendo assim, as
lesdes podem ser classificadas, de acordo com Jeschke, M.G. et al., 2020 e
Greenhalgh, D.G., 2019, em lesbes de diferentes graus (Figura 1):

e Lesdes de primeiro grau: afetam a camada mais superficial da pele
(epiderme) e apresentam aparéncia seca e vermelha com dor de
duracao limitada.

e Lesdes de segundo grau: sdo consideradas de espessura parcial,
penetram na derme, mas nao a ultrapassa. Sdo dolorosas devido a
perda da barreira epidérmica, formam bolhas e tem secre¢ao de fluido
intersticial. Elas requerem curativos e cuidados especiais com a ferida
e pode levar ao surgimento de cicatrizes. No entanto, ndo ha

necessidade de cirurgia.



o Lesdbes de terceiro grau: sao consideradas de espessura total e ocorre
destruicdo de toda a derme, penetrando na gordura. Em geral, elas
nao sao dolorosas ou sao menos dolorosas que as de segundo grau
pois os receptores de dor sdo parcialmente destruidos.

e Lesdes de quarto grau: abrangem musculos, ossos ou tenddes,
ficando muitas vezes mais escuras e frequentemente levando a perda

da area queimada.

Figura 1: Graus de lesbes em queimaduras.
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Fonte: MultiSaude Educacional. Queimaduras (2018).

O manejo das queimaduras é considerado complexo e multifacetado (McLure,
M. et al., 2021), devendo levar em conta varios fatores como causa da lesao,
extensdo das lesbes e a penetragao tecidual (Markiewicz-Gospodarek, A. et al.,
2022). Para as lesdes de primeiro grau, analgesia e hidratante ja s&o suficientes
para o tratamento e a cura é rapida. Ja para as lesdes de segundo grau, alguns
cuidados devem ser tomados, sendo que quanto mais profundas, maior o tempo
necessario para a cicatrizagcdo. Um tratamento adequado deve estimular a
reepitelizagdo. As feridas de terceiro grau que requerem mais de 2 a 3 semanas de
cura, geralmente levam a cicatrizes hipertroficas, com frequente necessidade de
excisao da area afetada e inser¢cao de enxertos de pele, enquanto as queimaduras
de quarto grau precisam ser tratadas em centros de queimaduras, podendo levar até

a amputagdes (Greenhalgh, D.G., 2019). Dependendo do grau, a queimadura pode
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gerar complicagbes, como hipotermia, cicatrizes, problemas 6sseos e articulares e
infeccao (Kargozar, S. et al., 2019).

O tratamento de queimaduras se constitui como um desafio, a medida que o
ambiente umido da ferida propicia a adesdo e multiplicagcdo de microrganismos,
levando a ocorréncia de infecgbes secundarias (Torres M.J.M., Peterson J.M., Wolf
S.E., 2021). Além do local ser propicio para o desenvolvimento de alguns
microrganismos, a propria resposta imune adaptativa do paciente fica comprometida,
visto que ocorre uma grande liberagdo de citocinas e quimiocinas, ocasionando a
Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica e supressao da proliferagao de células
T e producdo de IL-2, o que pode resultar em uma susceptibilidade maior as
infecgdes. Quanto maior e mais grave a queimadura, maior o risco de complicagao
infecciosa (Jeschke, M.G., et al., 2020), além de outros fatores de risco, como
pacientes diabéticos (Ladhani, H.A; Yowler, C.J; Claridge, J.A., 2021).

2.2 INFECGOES SECUNDARIAS EM QUEIMADURAS

Uma infeccdo secundaria afeta os aspectos gerais do paciente, prolonga o
tempo de internacédo e recuperagdo, ao mesmo tempo que aumenta os custos do
tratamento (Aziz, Z.; Abdul, R.H.B., 2017). A ocorréncia de infec¢gdes € uma das
complicagbes mais frequentes apds queimaduras graves com propensao de
evolucdo para sepse, choque séptico e Sindrome de Disfuncdo de Multiplos Orgos
(SDMO) (Torres M.J.M., Peterson J.M., Wolf S.E., 2021) e sua gravidade é
diretamente relacionada com o tamanho da ferida (Palmieri, T.L., 2019). Segundo
estudos de Gomez, R. et al. (2009) com base nos resultados de autdpsias em uma
unidade de queimados, 61% dos pacientes foram a ébito devido a infeccdes, com a
maioria dos quadros apresentando pelo menos uma faléncia de érgaos associada.

Apesar das melhorias ao longo dos anos, infeccdo e sepse ainda sao as
principais causas de morte apos queimaduras, principalmente quando se leva em
conta a colonizagdo por microrganismos multirresistentes (Vinaik, R. et al., 2019),
ndo somente devido ao tratamento com antimicrobianos, como também vindos da
prépria microbiota residente do paciente das areas adjacentes nao afetadas
(Jeschke, M.G. et al., 2020).

As feridas por queimaduras sao colonizadas predominantemente e

inicialmente (até o 5° dia) por bactérias Gram-positivas, como S. aureus,



principalmente em queimaduras faciais, e algumas espécies de Streptococcus
(Church, D. et al., 2006), sendo gradualmente substituidas ao longo do processo
(depois do 5° dia) por bactérias Gram-negativas (Azzopardi, E.A. et al., 2011), como
P. aeruginosa, Escherichia coli, K. pneumoniae e A. baumannii, as quais Ssao
associadas ao aumento do risco da infecgdo (Ladhani, H.A.; Yowler, C.J; Claridge,
J.A., 2021). A transigdo dessa colonizagdo, especialmente as colonizadas por P.
aeruginosa, normalmente € marcada por mudanca de cor para amarelo-esverdeado
e odor frutado (Cambiaso-Daniel J, et al., 2018). Em relacdo as espécies fungicas,
Candida albicans é o agente fungico mais comum (Zhou, J. et al., 2019).

Além do espectro microbiano variado, o diagndstico da infecgéo é complicado,
ja que muitos sintomas clinicos, como dor, febre e taquicardia também sao causados
pelo sistema imune em resposta a prépria lesdo. Por isso, outros aspectos devem
ser considerados, como alteracio de cor, profundidade da lesao, odor e presenca de
eritema (Ladhani, H.A; Yowler, C.J; Claridge, J.A., 2021). De acordo com Cambiaso-
Daniel J., et al., 2018, existem diferentes tipos de quadros clinicos associados as
infecgdes que afetam uma queimadura, dentre elas:

e Celulite: uma infecgao superficial de carater ndo invasivo na queimadura e
tecidos ao redor. E originada pela microbiota residente, comumente suscetivel
as linhas de tratamento.

e Impetigo: uma infeccdo mais frequente em pacientes com queimaduras
faciais e portadores de S. aureus, comumente MRSA (do inglés
Staphylococcus aureus resistente a meticilina). A infecgdo comega por um
exsudato no labio superior e se espalha para o tecido queimado circundante.

e Infeccado invasiva por queimadura: ocorre alteragcao de cor, intensa drenagem
exsudativa e forte odor na ferida, podendo ou nao resultar em sepse. Nesse
caso, a ferida se expande também para os tecidos ndo queimados e
antibioticoterapia € normalmente ineficaz. O ectima gangrenoso é
considerada uma infecc¢ao invasiva e é causada por P. aeruginosa.

e Infeccdo fungica: com o aumento de antibacterianos tépicos de amplo
espectro houve um aumento na colonizagao por espécies fungicas, incluindo
espécies de Candida resistentes, podendo inibir também a reepitelizacao da

ferida.
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Ja na sepse, sdo variados os fatores de risco associados, além da alta
quantidade de bactérias na queimadura, cuidado tardio com a ferida e diminui¢gao
da massa corporal magra (Cambiaso-Daniel J., et al.,, 2018). Além disso, a
infeccdo por meio da lesdo de queimadura ndo € a unica fonte de sepse em
pacientes com queimaduras graves, podendo estes contrair infecgdes
nosocomiais comuns e associadas a cateteres (Ladhani, H.A; Yowler, C.J;
Claridge, J.A., 2021).

2.3 TRATAMENTOS DISPONIVEIS PARA INFECGOES SECUNDARIAS EM
QUEIMADURAS

Os tratamentos que visam a prevencado e o controle da infeccdo sdo mais
desafiadores nas vitimas de queimaduras do que em pacientes com outras doencas.
Isto ocorre devido a uma escassa concentragcdo de antimicrobianos no tecido
queimado, que se combina com uma imunossupressao induzida. Tal fato leva a uma
falha na terapia e a resisténcia aos medicamentos, sendo necessario o uso correto
dos medicamentos topicos (Patel, K. et al., 2023).

Entre as substancias medicamentosas comumente utilizadas, algumas
merecem destaque pelo uso frequente nessas condigdes, como o nitrato de prata.
Este é eficaz no combate de espécies bacterianas, porém pode levar a alteragcao dos
eletrélitos séricos do corpo, além de possuir uma baixa penetracao e ser relatado
febre alta como reagao adversa em alguns pacientes (Greenhalgh, D.G., 2019).

Ja a sulfadiazina de prata, apesar de poder reduzir consideravelmente a dor
nessas lesdes, tem acao exclusivamente na camada epidérmica, ndo se estendendo
para o tratamento de tecidos subjacentes (Robson, M.C., 1979). Além disso, este
medicamento pode retardar o processo de regeneragao da pele (Greenhalgh, D.G.,
2019).

O acetato de mafenida, apesar de prevenir a colonizagdo microbiana na area
afetada, pode causar acidose respiratoria, além de causar um desequilibrio acido-
base se aplicado em grandes lesdes (Patel, K. et al., 2023). Outra opgdo muito
utilizada € o antisséptico iodopolividona, porém ela apresenta inumeras
desvantagens como aumento da dor, toxicidade elevada, formagdo excessiva de

acido e pode levar até a insuficiéncia renal (Moncrief, J.A., 1985).



Medicamentos topicos contendo antimicrobianos classicos também sao
utilizados. Agentes tépicos com sulfato de gentamicina, embora utilizados,
apresentam um problema relacionado, como a resisténcia adquirida por parte de
algumas espécies bacterianas devido ao uso excessivo (Gallagher, J.J. et al., 2012).
Algumas pomadas com sulfato de neomicina e bacitracina e pomadas com
polimixina sdo aplicadas em lesbes pequenas, porém devem ser interrompidas
depois de 1 semana, uma vez que tendem a provocar irritacdo na pele (Greenhalgh,
D.G., 2019), além de n&o serem suficientemente eficazes no controle da infec¢ao
(Patel, K. et al., 2023). Ja a nitrofurantoina tem eficacia contra bactérias Gram-
negativas, mas nao contra P. aeruginosa (Gallagher, J.J. et al., 2012),
microrganismo importante nas infecgdes secundarias nas queimaduras.

Antimicrobianos comumente aplicados na terapia sistémica, além de néo
serem eficazes contra patdogenos resistentes, tém dificuldade de se manter em
concentracdes estaveis e de alcancar os tecidos devido a baixa vascularizagdo no
local (Tejiram, S.; Shupp, J.W., 2020). Por isso, o desenvolvimento de formulagdes
inovadoras para tratar queimaduras € necessario, buscando terapias mais seguras e
com maior eficacia para promover uma melhor cicatrizagdo e controlar e prevenir

infecgdes.

2.4 FILMES POLIMERICOS

Curativos para feridas podem ser benéficos no caso das queimaduras. Além
de agirem como dessecante, evitam contaminagcdo e injurias maiores a pele e
estimulam o processo de cicatrizagéo (Patel, K. et al., 2023). Atualmente, ja existem
alguns tipos de curativos no mercado, como curativos de alginato (Aquacel®),
antimicrobianos (Acticoat®), a base de colageno (Fibracol®), hidrocoloides
(Duoderm®), a base de hidrogel (Dermagel®) e a base de espuma de poliuretano
(SilvaSorb®). A escolha do curativo ideal vai depender da profundidade da leséo,
local, quantidade de drenagem, quantas trocas serdo necessarias e o custo.

Filmes poliméricos constituem uma matriz que pode ser composta por um ou
mais polimeros, que vao apresentar propriedades funcionais e fisico-quimicas
especificas (Borges, A.F., et al, 2015). Quando elaborados pela técnica de
evaporagcao do solvente, sdo feitos a base de polimeros pela formagcdo de uma

solugéo precursora que, quando aplicadas sobre uma superficie (por exemplo, as
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placas de petri ou laminador) e levadas para secagem, formam peliculas, que
apresentam adesividade e elasticidade, além de oferecerem vantagens extras em
relacdo a outras formas de administragcdo, como facilidade de aplicacao,
manutengdo da umidade do ambiente e barreira para microrganismos (Silva, A.C.,
2022).

Os filmes poliméricos podem ser abordagens promissoras para o cuidado
dos pacientes acometidos por essas condicdes. Um bom filme para o tratamento de
queimaduras deve possuir algumas caracteristicas das descritas a seguir (Agarwal,
A. et al, 2011):

e Biocompatibilidade;

e Atoxicidade;

e Controla umidade na ferida;

¢ Remove o excesso de exsudato;

e Evita a dessecacao;

e Adere corretamente a area afetada;

e Promove desbridamento autolitico;

e Forma uma barreira semipermeavel, permitindo trocas gasosas;
¢ Impermeabilidade a microrganismos;

e Oferece protecdo mecanica;

e E confortavel e de facil aceitacdo estética;

¢ Flexivel e adaptavel conforme os movimentos;
e Facil aplicagao e remocéo.

Além dessas caracteristicas, € imperativa a necessidade de propriedades
antimicrobianas em um filme funcional, prevenindo as infec¢gdes secundarias nas
queimaduras.

Filmes bioativos podem ser formulados a base de varios polimeros e
produzidos por diferentes métodos, como impressao 3D, fiagdo por solugao e por
evaporagdao do solvente. Estes ultimos, desenvolvidos neste estudo, séao
minimamente constituidos de polimero, plastificante e solvente e misturados em
temperaturas mais baixas (Santos, C.C., 2018). A escolha do polimero a ser
utilizado depende do objetivo de aplicagdo e das caracteristicas que se deseja que o
filme possua. Os polimeros sintéticos s&do criados artificialmente, enquanto os

semissintéticos séo criados pela modificagdo de polimeros naturais.



Entre os polimeros mais comuns dessas classes, estdo o acido poliacrilico, ou
poliacrilato, que apesar de ser utilizado como sistema de entrega de ativos,
absorvem muita agua, gerando turgidez, podendo gerar desconforto ao paciente
(Gomes, T.V., et al, 2023). Outro polimero sintético utilizado em formulag¢des topicas
€ o alcool polivinilico (PVA), cujas propriedades de mucoadesdo sao altamente
variaveis entre individuos e variam também dependendo do local de aplicagao
(Muller, L. et al, 2023). Ja a carboximetilcelulose (CMC), um polimero semissintético,
modificado a partir da celulose, tem recebido interesse notavel como adjuvante
também na entrega de farmacos. Além da biocompatilibidade e baixa toxicidade, a
grande quantidade de grupos hidroxila em sua estrutura quimica, permite o controle
de sua carga e liberacdo (Sunasee, R.; Hemraz, U.D.; Ckless, K., 2016).

Os polimeros naturais exibem algumas vantagens em relagdo aos polimeros
sintéticos. Entre elas, destaca-se a mimetizagdo de vias naturais em regeneragao de
tecidos, alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (Yasayan, G.
et al, 2022). A estrutura molecular desses polimeros possui grupamentos funcionais
que interagem fisicamente ou quimicamente com componentes na mucosa, gerando
mucoadesividade favoravel através da interpenetragdo das cadeias (He, M. et al,
2021) e aumentando a absorgao de ativos (Gomes, T.V., et al, 2023).

Em meio a ampla gama de polimeros naturais estudados na producao de
filmes, destacam-se alguns principais (Gomes, T.V., et al, 2023), como o alginato e
derivados, que sdo encontrados em algas marrons, e se constituem como um
polimero anibnico, apresentando nao imunogenicidade e propriedades de
geleificacdo. No entanto, ndo é considerado um polimero naturalmente adesivo,
tendo que ser submetido a um processo de oxidagdo para conseguirem, de fato,
interagir com proteinas da matriz extracelular (Bunney, P., et al., 2017).

A pectina é um polimero natural abundante, extraida majoritariamente de
cascas de frutas, € anibnico e resistente contra a degradacao de algumas enzimas,
como proteases e amilases. Muito utilizada por suas propriedades estabilizantes e
geleificantes, sendo relatada por autores como eficaz no processo de cicatrizagéo de
feridas (Chandel, V. et al., 2022). J&4 a goma xantana € um polimero polissacarideo
aniénico, derivado da fermentacdo do género de bactérias Xanthomonas. E
considerado como um dos principais polissacarideos microbianos e € muito utilizado
na industria como agente espessante e estabilizante, além de ter importancia na

liberacdo controlada de ativos. No entanto, possui algumas caracteristicas
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indesejaveis, como grau imprevisivel de retengdo de agua, qualidades mecanicas
limitadas, viscosidade instavel e baixa resisténcia ao cisalhamento (Jadav, M. et al.,
2023).

Outro polimero que vém ganhando cada vez mais destaque e é objeto de
estudo em muitas areas é a quitosana, que além de exibir propriedades estruturais
interessantes, como biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade,
também exibe atividades biolégicas (Gomes, T.V., et a.l, 2023), as quais podem ser
importantes no tratamento das lesbes causadas por queimaduras e infecgoes

secundarias associadas.

2.5 QUITOSANA

A quitosana € um polimero polissacarideo natural, cuja diferengca dos
polimeros apresentados anteriormente é a sua caracteristica catiénica. E constituido
por residuos de glucosamina conectados por ligagdes (3-(1—4)-glicosidicas, que se
encontra principalmente na composicdo das paredes fungicas e em artropodes,
assim como em esponjas, corais € nos moluscos. Como todo polimero, apresenta
caracteristicas como baixa densidade, resisténcia a corrosdo e nao conduz corrente
elétrica, na maioria dos casos. Ela € obtida por meio de hidrdlise dos grupos
acetilamina (-NHCOCH 3) (Figura 2), ou seja, por meio da desacetilagdo parcial da
quitina. Suas propriedades fisico-quimicas dependem da origem da quitina e das
condigbes de desacetilagdo, que vao levar a diferentes graus de desacetilagao e

peso molecular (Latanska, I. et al., 2020).

Figura 2: estrutura quimica da quitina e seu derivado, quitosana.
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Fonte: Base de dados Scielo Brasil (2023).

Esse polimero € biodegradavel, atéxico, biocompativel e possui boa adesao
as células. Uma quitosana com alto grau de desacetilacdo e baixo peso molecular
tem a capacidade de ativar macrofagos e granulécitos, estimulando a migragéao e
proliferacdo de células endoteliais e fibroblastos, além de induzir a producido de
citocinas, e aumentar a produgcdo de colageno tipo IV (Paul, P.; Kolesiyska, B.;
Sujka, W. et al, 2019), o que sado otimas propriedades no tratamento das
queimaduras. Suas cargas positivas sdo capazes de interagir com cargas negativas
dos eritrocitos e trombdcitos e ativar vias de coagulagao extrinsecas, o que ajuda a
impedir o sangramento. Além das caracteristicas mencionadas, a quitosana tem a
capacidade de promover a angiogénese e possui propriedades hemostaticas (Cai-
Ling, K. et al., 2021). Estudos mostraram que a quitosana possui efeitos positivos na
granulagdo e reepitelizagcdo da pele, reduzindo a formagdo das cicatrizes
(Catanzano, O.; Boateng, J., 2015; Alemdaroglu, C. et al., 2006).

A quitosana também €& conhecida e utilizada pela sua atividade
antimicrobiana, que se deve a alteragdo da permeabilidade celular microbiana
(Rabea, E.I. et al., 2003) e principalmente as interagbes das moléculas carregadas
positivamente da quitosana com as membranas microbianas carregadas
negativamente, causando rompimento da membrana levando ao vazamento dos
componentes celulares microbianos (Raafat, D. et al., 2008). Outro modo de agéo da
quitosana é a ligacdo com o DNA microbiano, culminando na inibicdo do RNAm e da
producao de proteinas (Hadwiger, L.A. et al., 1986). Estudos confirmaram atividade
antibacteriana bactericida e bacteriostatica da quitosana tanto para bactérias Gram-
positivas, como S. aureus (Zhilong, Q. et al., 2021), quanto para bactérias Gram-
negativas, como E. coli, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa e K. pneumoniae.
Atividade antifungica fungicida e fungistatica também foi relatada para espécies do
género Aspergillus e C. albicans (Ranjbar, R.; Yousefi, A., 2018). A atividade
antimicrobiana da quitosana pode ser influenciada por fatores, como pH e peso
molecular. Sua solubilidade aumenta conforme o pH da solucédo diminui, levando ao
aumento de suas cargas positivas. Ja seu peso molecular influencia a medida que
moléculas com grande tamanho e peso possuem dificuldade para atravessar a

parede celular dos microrganismos (Cai-Ling, K. et al., 2021).
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A quitosana, além das suas proprias atividades biolégicas, pode ser utilizada
de varias formas e vem sendo utilizada em matrizes para transportar ativos
farmacolégicos (Markiewicz-Gospodarek, A. et al., 2022), devido a sua capacidade
de complexar ativos em sua estrutura, e € uma boa candidata para entrega de
drogas pela via transdérmica (Paul, W.; Sharma, C.P., 2000), com um bom potencial
filmogénico (Patrulea, V. et al., 2015).

As propriedades acima mencionadas da quitosana fazem com que ela seja
um polimero versatil, aplicada em varias formulagbes, e se combinada com mais
substancias de potencial farmacolégico, um sinergismo pode acontecer e suas

atividades bioldgicas serem aprimoradas (Labib, R.M., et al, 2019).

2.6 ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.)

Desde milhares de anos, a populagdo humana utiliza recursos vegetais da
natureza para tratar problemas de saude. O uso de extratos, dleos vegetais e
resinas costuma ser utilizado no tratamento de primeiros socorros de feridas e
queimaduras porque muitas espécies vegetais apresentam atividade anti-
inflamatdria, antioxidante, cicatrizante (Woollard, A.C.; Tatham K.C.; Barker, S.,
2007) e antimicrobiana (Genena, A.K. et al., 2008), promovendo a regeneracao da
pele afetada e reduzindo e controlando o risco de infecgdes.

Entre as plantas que apresentam propriedades bioldgicas interessantes para
o tratamento das queimaduras, esta o alecrim, conhecido como a Erva do Ano pela
Associacdo Internacional de Ervas em 2000. E uma planta aromatica que se
apresenta em forma de um arbusto lenhoso perene. Possui folhas regulares,
pequenas e de cor verde escuro acima na folha e tons acinzentados abaixo, com
flores variando do azul ao violeta (Figura 3). O alecrim veio originalmente da regido
do Mediterraneo, mas atualmente € cultivado largamente e distribuido pelo mundo,

sendo sua produgao considerada de baixo custo (Begum, A. et al., 2013).

Figura 3: alecrim (Rosmarinus officinalis L.)



Fonte: unebrasil.org (2019).

A composicdo quimica dessa planta € variavel e complexa, podendo variar
devido as variedades da planta e as condigdes de cultivo. Ela é constituida por
muitos compostos bioativos, que as conferem propriedades medicinais e aromaticas.
Estudos de Pintore, G. et al., (2002) identificaram 58 compostos, considerando
apenas uma amostra de 6leo essencial caracterizado por cromatografia gasosa.

Entre os principais grupos de substancias encontrados no alecrim, estdo o
acido rosmarinico, que se relaciona a protecdo do estresse oxidativo das células e a
reducao da resposta inflamatéria, o cineol e o pineno, que ajudam nas respostas
anti-inflamatérias, assim como os acidos fendlicos, também presentes no alecrim
(Jiang, Y. et al., 2011). Além das substéncias mencionadas, também se encontram
flavonoides, que apresentam propriedades antioxidantes, borneol com propriedades
analgésicas e antissépticas e o camfeno, que confere seu aroma caracteristico
(Genena, AK. et al., 2008). Apesar do conhecimento de que suas atividades
bioldgicas se dao por meio de sua composi¢cado, muitas sdo as moléculas envolvidas
nesses processos, e definir qual molécula esta associada a um efeito especifico é
complexo e raras sao as identificagdes, ja que o que ocorre € um intenso sinergismo
entre seus metabdlitos (Hyun, H.B., et al., 2015).

Os usos do alecrim na medicina se estendem a varias finalidades, seja devido
a sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral, antinociceptiva,
antidepressiva, antiulcerogénica, antitrombogénica ou antioxidante (Begum, A., et
al., 2013; Ribeiro-Santos, R. et al., 2015; Ojeda-Sana, A.M., et al., 2013). Em

relagdo a sua atividade antimicrobiana, muitos estudos contribuiram para um maior
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entendimento das propriedades antibacterianas do alecrim, como para S. aureus,
Staphylococcus epidermidis (Jiang, Y. et al., 2011), E. coli, P. aeruginosa e para
espécies fungicas, como C. albicans e Aspergillus niger (Andrade, J.M. et al., 2018),
utilizando extratos da planta, 6leos essenciais ou oleo-resinas.

Oleos essenciais se caracterizam por serem compostos volateis extraidos
através de técnicas especificas, como destilacdo a vapor (Turek, C.; Stintzing, F.C.,
2012), enquanto as Oleo-resinas se constituem como uma combinagao de resina e
oleo essencial. A 6leo-resina de alecrim (ORA) tem como caracteristica uma cor
verde acastanhada e se torna fluida quando aquecida a 50 °C (Heath, H.B., 1981) e
pode ser obtida através de técnicas como extragdo mecanica da planta, ou no caso
do alecrim, obtida utilizando remocéao por solvente (Nivetha, G. et al., 2019).

Curiosamente, muitos estudos direcionam seus esfor¢cos para o uso de dleo
essencial do alecrim (OEA) no tratamento de feridas cutaneas (Macedo, L.M. et al.,
2020), mas poucos estudos utilizam a 6leo-resina (Amorim, H.C.; Vianna L.V,
Nogueira, V.B., 2022), sendo que até o presente momento a busca por trabalhos
que utilizassem a o6leo-resina de alecrim incorporada em filmes poliméricos a base
de quitosana para o tratamento de infecgdes secundarias nas queimaduras nao
retornou resultados.

Portanto, o objetivo deste trabalho visa o desenvolvimento de uma nova
formulacao de filme polimérico a base de quitosana com incorporacao de ORA, a fim
de potencializar os efeitos biolégicos dos filmes, como o aumento de sua atividade
antimicrobiana. A liberagdo sustentada dos compostos ativos do filme tem a
finalidade de tornar o ambiente desfavoravel para a multiplicagdo microbiana,

podendo ajudar no controle de infec¢gdes associadas a queimaduras.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um filme polimérico a base de quitosana com incorporagcao de
ORA e caracteriza-lo quanto as suas propriedades fisico-quimicas e sua atividade
antimicrobiana, principalmente em relacdo a bactérias relacionadas a infecgdes

secundarias nas queimaduras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar a atividade antimicrobiana da ORA e quitosana por meio de
screening.

2. Acompanhar a cinética de morte de S. aureus frente a ORA.

3. Desenvolver formulacdo de filme polimérico com quitosana e ORA, visando
sua atividade antimicrobiana em microrganismos relacionados a
queimaduras.

4. Avaliar o efeito da ORA no processo de agregacao da quitosana por medidas
de Potencial Zeta (PZ) e fotometria por Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS).

5. Avaliar o efeito da temperatura de secagem dos filmes em relagdo a sua
estabilidade.

6. Avaliar as propriedades fisicas do filme com base nos parametros de peso
meédio, espessura, umidade, grau de intumescimento e solubilidade.

7. Analisar as interagdes moleculares dos constituintes da formulagdo por
espectroscopia na regido do infravermelho e RAMAN.

8. Confirmar a atividade antimicrobiana da formulagao frente a microrganismos

relacionados as infecgcdes em queimaduras.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DA ORA

Para realizacao do trabalho, o projeto foi devidamente cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) com o numero de cadastro A05528A. A ORA utilizada nesse
trabalho foi obtida comercialmente junto a Engenharia das Esséncias Comercial
LTDA. Segundo o laudo técnico (Anexo 1) disponibilizado pela empresa, a ORA foi

extraida por solvente das partes aéreas secas da erva.

4.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CONSTITUINTES
DO FILME

4.2.1 Concentragado Inibitéria Minima (CIM) e Microbicida Minima (CMM) da ORA e

da quitosana

A investigagao da atividade antimicrobiana da ORA e da quitosana, por meio
da CIM, foi determinada por técnicas de microdiluicdo em caldo, segundo os
padrées do M100 (CLSI, 2022). Um screening foi realizado para 17 espécies
bacterianas (Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus sobrinus ATCC
27351, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Streptococcus uberis ATCC 9927, Streptococcus oralis ATCC 10557, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Aggregatibacter actinomycetemcomitans FDC Y4; 4 estirpes
de S. aureus, sendo 3 de referéncia — 2 sensiveis [ATCC 25904 e 29213] e 1 MRSA]
ATCC 33591 — e 1 isolado clinico (BAA277), K. pneumoniae resistente ATCC 2874,
K. pneumoniae amostra hospitalar, A. baumannii ATCC 19606, A. baumannii
amostra hospitalar e P. aeruginosa INCQS 2742). Em relagdo as espécies fungicas,
3 estirpes foram testadas, sendo 2 de C. albicans [uma amostra hospitalar e outra
ATCC 40175] e 1 de Candida tropicalis ATCC 750.

Para esse teste, foi utilizada uma concentragcdo de ORA de 5 mg/mL e de

quitosana a 3,20 mg/mL. A solugdo de ORA foi previamente diluida em



dimetilsufoxido (DMSO) em uma concentragcdo 100 vezes superior a inicial na
microplaca, de modo que na microplaca a concentracdo de DMSO fosse 1,0%. Ja a
quitosana, foi diluida previamente em solugéo acida a 1,0% e depois em caldo MH
até a concentracdo desejada. Um antimicrobiano classico, azitromicina, foi utilizado
como controle de atividade para espécies bacterianas a uma concentracdo de
breakpoint a 8 pg/mL. Para as espécies fungicas testadas, foi utilizado como
controle de atividade cloranfenicol a uma concentragcao de 2,50 mg/mL.

Paralelamente, foi realizado um teste controle com o solvente, DMSO, na
concentracao utilizada no experimento. Dessa forma, 100 yL de substancia teste e
20 pL de suspensdes bacterianas de 10° UFC/mL e fungicas de 10® UFC/mL (de
acordo com a escala de 0,5 McFarland) foram adicionados nos pogos de uma
microplaca, ajustando o volume final com caldo MH até 200 uL. As placas foram
entdo incubadas em estufa por 24 horas (h) a 35 £ 2°C em atmosfera prépria para
cada espécie de microrganismo e o resultado foi avaliado de acordo com a turvagao
de cada pogo. Os pogos que apresentavam turvagao indicaram que os compostos
nao apresentaram atividade antimicrobiana naquela determinada concentragdo, ao
contrario dos pogos sem turvacdo, que indicaram atividade para a determinada
concentragcdo. Os resultados foram confirmados em espectrofotdmetro, realizados
em duplicata e em trés replicatas biologicas.

Para investigar se a atividade da ORA e quitosana seria microbicida ou
microbiostatica para as espécies microbianas utilizadas, aliquotas de 10 yL foram
retiradas dos pogos que nao apresentaram crescimento microbiano e estriadas em
uma placa com meio nutritivo. As placas foram entdo incubadas em estufa por 24
horas a 35 + 2°C e o resultado lido de acordo com a formagado de colénias. Nas
placas onde ndo houve formagéo de coldnias, significou uma atividade microbicida
do composto, enquanto onde n&do se observou, uma atividade microbiostatica foi

registrada (Spencer & Spencer, 2004).

4 2.2 Cinética de morte

A fim de acompanhar o crescimento microbiano de uma estirpe de S. aureus
sensivel ATCC 25904 e uma S. aureus MRSA ATCC 33591 na presenca da ORA, o
ensaio de cinética de morte foi realizado por meio de técnicas de microdiluicdo

segundo as normas do M100 (CLSI, 2022). Inicialmente, os in6culos bacterianos
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foram ajustados para a escala de 0,5 McFarland. A solu¢do de ORA utilizada foi
preparada de acordo com o resultado da CIM para as estirpes bacterianas em
questao, de forma que se atingisse concentragdes de 2 CIM, CIM, 0,5 CIM e 0,25
CIM. Como controle de atividade, azitromicina foi utilizada na concentragcédo de CIM
de 6,25 ug/mL para S. aureus sensivel e 400 pg/mL para a S. aureus MRSA. Foram
preparadas também solugdes de “branco”, nas quais ndo continham inéculo, apenas
salina e ORA nas concentracbes determinadas. As microplacas foram entao
incubadas a 35 + 2 °C por 72 h e as leituras foram realizadas em triplicatas para
determinacao da densidade ética em um espectrofotdbmetro nos tempos de 0 h, 30
min, 1 h,2h,4 h,6h,8h,12h, 24 h, 48 h e 72 h. Para gerar os valores da curva,
descontaram-se os valores dos “brancos”. Os resultados foram expressos com o

valor médio + desvio padrao.

4.3 DESENVOLVIMENTO DA FORMULAGAO DE FILMES A BASE DE
QUITOSANA COM INCORPORAGAO DE ORA

Para o filme polimérico a base de quitosana com ORA, 5 formulacdes foram
testadas a partir de modificagdes dos estudos de Aksungur, P. et al. (2004) e Cazon,
P. et al. (2021) pelo método de evaporacao do solvente. As formulacdes iniciais F1 e
F2 com 1,0% de ORA foram laminadas com auxilio de um laminador, sendo que a
F2 foi também vertida em placa de petri (em um volume de 3 mL), e secadas
gradualmente e a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A F3 foi apenas vertida (em um
volume de 17 mL) em placas de petri de poliestireno tratadas e produzidos filmes
branco (sem adigdo de ORA) e com ORA nas concentragdes de 1,0%, 2,5% e 5,0%,
enquanto a F4 e a F5 foram vertidas (em um volume de 12 mL) em placas de petri
de vidro sendo produzidos filmes branco e com ORA nas concentragdes de 0,2%,
0,5% e 1,0% (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdes de ORA presente nas diferentes formulacdes.
Concentragoes ORA (%)
F1 1,0 - -
F2 1,0 - -
F3 1,0 2,5 5,0




F4 0,2 0,5 1,0
F5 0,2 0,5 1,0

Fonte: elaborada pela prépria autora (2023).

Para o desenvolvimento dos filmes, foram realizadas as etapas de acordo com o
fluxograma ilustrado na figura 4. A quitosana utilizada no estudo foi a de baixo peso
molecular e grau de desacetilagéo entre 75% e 85% (Sigma Aldrich) e o acido para
protonacao da quitosana utilizado foi o acido DL-malico (Synth). Para emulsificacéo
da ORA, Tween 80 foi utilizado. Mais detalhes sobre a formulagdo foram omitidos

por motivos de producao de patente.

Figura 4: fluxograma do processo de formulagao dos filmes.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

4.4 DETERMINAGAO DO POTENCIAL ZETA (PZ) E DIAMETRO
HIDRODINAMICO MEDIO (DHm) DAS PARTICULAS DAS SOLUGOES
PRECURSORAS DOS FILMES

O PZ e o DHm foram avaliados pela técnica de Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS) com um angulo de incidéncia do laser em relagdo a amostra de 173°. O
PZ foi determinado por meio de avaliagcdo da mobilidade eletroforética. Em relacéo
as diluicbes das amostras para ambos os testes, uma amostra de 100 pL de cada
solugédo precursora dos filmes da F4 foi previamente diluida em 1,9 mL de agua

deionizada e, em seguida, adicionada a uma cubeta de polietileno. Os valores
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resultantes do PZ e do DHm foram determinados como a média de trés medidas
independentes e a temperatura ambiente, utilizando o equipamento Zetasizer
Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido)

4.5 AVALIAGAO DOS PARAMETROS DE QUALIDADE DOS FILMES
FORMULADOS

4.5.1 Avaliagcao da estabilidade dos filmes as diferentes temperaturas de secagem

Esse teste foi conduzido considerando diferentes condigdes de secagem para
as formulacbes F2, F3, F4 e F5. A formulagcdo F2 foi submetida ao processo de
secagem a temperatura ambiente (25 °C x 2 °C), enquanto a F3 foi submetida a um
periodo inicial de quatro dias a uma temperatura de 18 + 2 °C, seguido por 3 dias a
temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C), e depois submetido a secagem em estufa a 50
°C por 12 h. Ja a F4 permaneceu cinco dias em estufa a 35 °C £ 2 °C e, finalmente,

a F5 foi diretamente colocada em estufa a 50 °C por 12 h.

4.5.2 Determinagao do peso médio

O peso médio de cada filme das formulagcbes F3, F4 e F5 foi determinado
pela pesagem em balanga analitica de 10 recortes de cada filme em proporgdes de
1,0 cm x 1,0 cm. Os valores foram registrados e os resultados expressos em relagéo
a média + desvio padrao (SHAH, A. et al., 2019).

4.5.3 Determinagao da espessura

A medida da espessura de cada filme das formulagées F3, F4 e F5 foram
determinadas com o auxilio de um paquimetro digital para os 10 recortes
selecionados anteriormente. Os valores foram registrados e os resultados expressos
em relagdo a média + desvio padrdo (DEVI, N; DUTTA, J. etal., 2017).

4.5.4 Determinagao do teor de umidade

A fim de determinar a umidade de cada filme, 4 recortes das formulacdes F3,

F4 e F5 de pontos distintos em proporgdes de 1,0 cm x 1,0 cm foram feitos. Em



seguida, eles foram pesados em balanga analitica e os valores devidamente
registrados. Esses recortes foram entao levados para uma estufa de secagem a 100
°C + 2 °C por 24 h. Os filmes foram, em seguida, pesados novamente e a diferenca
registrada (Shah, A. et al., 2019). O calculo do teor de umidade, expressa em
porcentagem, foi feita de acordo com a férmula, considerando como Pi o peso inicial
dos filmes e Pf o peso final e os resultados expressos em relagdo a média + desvio
padrao:
Umidade (%) = (P.=P¢) X 100
P

4.5.5 Determinagao do grau de intumescimento

A fim de determinar o grau de intumescimento dos filmes, 3 recortes das
formulacbes F3, F4 e F5 de propor¢des de 1,0 cm x 1,0 cm foram pesados em
balanca analitica e utilizados em seguida. Os recortes foram imersos em fluido
simulador de feridas, cuja constituicdo foi de 0,68 g de NaCl, 0,22 g de KCl, 2,5 g de
NahCO; e 0,35 g de NaH:PO, diluidos em 100 mL de agua destilada com pH a 7,4,
por 24 h a 37 °C. Nos tempos de 1 h, 4 h, 8 h e 24 h os recortes foram retirados com
auxilio de pinca e o excesso de agua foi retirado pelo uso de papel filtro, sendo
pesados novamente (Pansara, C. et al, 2020). Por fim, a capacidade de
intumescimento foi determinada de acordo com a formula abaixo, considerando P, o
peso inicial dos filmes e P, 0 peso intumescido. Os resultados foram expressos em
relacdo a média £ desvio padrao:

Intumescimento (%) = (P1—Po) X 100
Po

4.5.6 Determinagao da solubilidade

A solubilidade dos filmes foi determinada com os 3 recortes das formulagdes
utilizados no ensaio de intumescimento. Apds o referido ensaio, os filmes foram
colocados em estufa de secagem a 60 °C por 24 h e, em seguida, pesados em
balanga analitica com auxilio de pinga. A porcentagem de solubilidade foi calculada
de acordo com a férmula, considerando P, 0 peso inicial dos filmes e Ps o peso apos

secagem e os resultados expressos em relagdo a média + desvio padrao:
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Solubilidade (%) = (Po—=Ps) x 100
Po

4.6 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES POR
ESPECTROSCOPIA ELETRONICA VIBRACIONAL RAMAN E (FT-IR)

A fim de analisar as interacdes moleculares presentes nos filmes formulados
em relagdo aos seus constituintes puros, a metodologia de espectroscopia RAMAN
foi empregada. As amostras dos filmes e de seus constituintes isolados (quitosana,
ORA e Tween 80) foram analisadas em Espectrometro FT-Raman Bruker-RFS-100,
equipado com um detector de germanio refrigerado por nitrogénio liquido, acoplado
a um microscopio Olympus com lente objetiva de magnificagdo de longo alcance de
40 vezes com linha de excitagdo do laser Nd-YAG com comprimento de onda de
1064 nm e poténcia de 400 mW, com 512 scans.

As amostras dos filmes também foram analisadas por FT-IR, a fim de
complementar os resultados obtidos pela espectroscopia RAMAN, por meio de
Espectrofotdmetro Bruker Vertex 70, com modo de Reflectadncia Total Atenuada
(ATR) de cristal de diamante, que dispensa o uso de pastilhas KBr e permite a
analise de amostras solidas, com janela espectral de 30 a 6000 cm™. Os espectros
foram obtidos pela média de 16 varreduras consecutivas com resolugao de 2 cm-1.
Os dados dos espectrogramas gerados pelas duas metodologias foram exportados e

analisados pelo software OriginPro 2016.

4.7 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS FILMES

A confirmagdo da atividade antibacteriana dos filmes foi realizada pelo
meétodo de disco-difuséo frente as espécies Gram-negativas A. baumannii ATCC
19606 e P. aeruginosa INCQS 2742 e a Gram-positiva S. aureus MRSA ATCC
33591. Suspensdes bacterianas frescas desses microrganismos foram ajustadas a
escala McFarland de 0,5 e, em seguida, com auxilio de swab estéril, foi semeado

uniformemente em placa com meio Mueller-Hinton Agar (MHA).



Para realizagdo de esse ensaio, 9 discos (5 mm) foram dispostos
equidistantes em cada placa, sendo um disco de papel impregnado com
iodopolividona (controle positivo), um disco de papel impregnado com Tween 80 na
mesma concentracdo utilizada para formulagdo dos filmes, 3 discos de papel
impregnados com solugdes de 0,2%, 0,5% e 1,0% de ORA + Tween 80 na mesma
concentracéo e 4 discos dos filmes da F5, correspondentes ao filme branco, 0,2%,
0,5% e 1,0% ORA. As placas foram, em seguida, incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. O
teste foi realizado em triplicata e a leitura foi realizada com auxilio de régua
graduada em funcdo do tamanho de halo de inibigdo formado. Os valores
resultantes foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney (p < 5) pelo software

Jamovi.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CONSTITUINTES
DOS FILMES

5.1.1 Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Microbicida Minima (CMM) da ORA

A determinacdo da CIM na pesquisa de substancias antimicrobianas é
essencial, visto que esses valores se relacionam com a eficacia do composto em
questdo. Ela permite mensurar a menor concentragdo de uma determinada
substancia capaz de inibir o crescimento microbiano de alguma espécie, sendo
quanto menor o valor maior sua atividade e maior a susceptibilidade do
microrganismo frente a substancia (Kowalska-Krochmal, B.; Dudek-Wicher, R.,

2021). Os resultados obtidos pelo teste de CIM podem ser visualizados na Figura 5.

Figura 5: valores de CIM da ORA frente aos microrganismos testados.
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ORA

C. tropicalis ATCC 750 T >5
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Fonte: elaborado pela autora (2023).

Com base nos resultados apresentados, a ORA mostrou atividade
antimicrobiana para a maioria das estirpes testadas no screening, enfatizando
aquelas envolvidas nas infecgdes secundarias em queimaduras. Essa atividade
também foi relatada em outros estudos envolvendo extratos e dleos de alecrim.
Lugman, S. et al. (2007) avaliou o potencial antimicrobiano do OEA frente as
espécies Gram-positivas E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis e as espécies Gram-
negativas K. pneumoniae e P. aeruginosa, relatando atividade antimicrobiana para
todas as espécies, exceto E. faecalis. Os valores apresentados foram acima de 11
mg/mL e nenhum resultado foi relatado frente as bactérias Gram-negativas, exceto
para E. coli resistente, no qual foi relatado atividade do OEA acima de 11 mg/mL em
contraste com a estirpe sensivel da mesma espécie, que nao apresentou
suscetibilidade. Esses resultados corroboram com os encontrados neste trabalho,
em que a ORA apresentou atividade frente todas as bactérias Gram-positivas
testadas, incluindo E. faecalis. No entanto, os valores de CIM da ORA encontrados
para essas bactérias foram consistentemente menores dos que os relatados por
Lugman, S. et al. (2007), variando os valores de CIM de 0,31 mg/mL a 1,04 mg/mL.
Em relacdo as bactérias Gram-negativas, os resultados também se assemelham ao

estudo citado, no qual nenhuma atividade antimicrobiana para a concentragao



testada foi identificada, exceto para A. baumannii, cujo valor de CIM foi encontrado a
1,25 mg/mL.

Jiang, Y. et al. (2011) testou o OEA em comparagao com dois de seus
compostos puros, 1-8-cineol e a-pineno. Como resultado, o OEA foi mais eficaz para
todas as espécies bacterianas testadas, sendo as Gram-positivas S. epidermidis e
S. aureus e as Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli. No presente trabalho, n&o foi
possivel identificar atividade para P. aeruginosa, o que pode ser explicado pelos
altos valores utilizados no trabalho referenciado anteriormente, cujos valores
variaram até 10 mg/mL e o valor utilizado neste estudo atingiu uma concentragéo
maxima de 5 mg/mL. Interessante notar que os autores acharam valores de CIM
para o OEA em concentragdes muito menores do que os dois compostos isolados,
que variaram de 3 mg/mL a 40 mg/mL, indicando a presencga de sinergismo entre os
compostos presentes no alecrim.

Os menores valores de CIM encontrados neste trabalho podem ser
explicados pela grande variagdo da composi¢ao quimica dos produtos do alecrim, o
que explica também a grande variedade de resultados encontrados na literatura. A
ORA utilizada neste trabalho tem um percentual de acido carnésico a 8,1% (Anexo
1). No entanto, ndo foram apresentados cromatogramas, que poderiam ajudar na
inferéncia de seus componentes quimicos. Ojeda-sana, A.M., et al., (2013) em seu
estudo produziu dois 6leos de alecrim, um rico em mirceno e outro em a-pineno,
sendo o rico em a -pineno mais eficaz em sua capacidade antibacteriana e capaz de
inibir o crescimento da bactéria Gram-negativa K. pneumoniae. Em geral, as
bactérias Gram-negativas sdo menos sensiveis devido a presenca de membrana
externa a parede celular, que dificulta a passagem de compostos hidrofilicos pela
camada de lipopolissacarideos (LPS) (Vaara, M., 1992).

Além das bactérias envolvidas no processo de infeccdo secundaria nas
queimaduras, a ORA foi eficaz contra bactérias envolvidas em infeccdes
odontogénicas, principalmente levando em consideragao a atividade bactericida da
Oleo-resina para S. mutans, principal agente cariogénico. Um estudo de Somas,
K.T.; Anitha, R.; Lakshmi, D. (2019) também relatou atividade de ORA a 1% em
nanoparticulas de prata contra S. mutans.

Em relagdo a CBM da ORA, foi constatado uma atividade bacteriostatica
frente todas as espécies bacterianas testadas no valor de CIM. Tal fato diverge de

trabalhos da literatura em que foram relatadas atividades bactericidas (Stojilijkovic, J.
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et al., 2018), mas este fato pode ser explicado pelas menores concentragbes de
ORA utilizados no presente estudo.

Em relagdo a atividade antifungica da ORA, nao foi possivel determinar a
CIM, mesmo em concentracbes maiores que as apresentadas nos resultados
encontrados na literatura, onde mostraram uma CIM do OEA de 2,73 mg/mL para C.
tropicalis e 1,91 mg/mL para C. albicans (Karpinski, T. et al., 2023). A divergéncia
encontrada pode ser resultado da diferenga na estrutura quimica de dleo-resinas e
Oleos essenciais com origens distintas.

Assim, pode-se considerar os 6leos de alecrim como agentes antimicrobianos
eficazes na inibicdo do crescimento de microrganismos de importancia clinica e
relevancia mundial, principalmente aqueles relacionados aos processos infecciosos

em queimaduras.

5.1.2 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Microbicida Minima (CMM) da

quitosana

A quitosana e sua atividade antimicrobiana tem sido explorada devido a sua
significante eficacia na inibicio de uma vasta quantidade de espécies de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e virus. Sua atividade antimicrobiana é
associada as suas propriedades fisico-quimicas e bem explorada por muitos
autores, sendo um polimero muito utilizado em formulagdes topicas (Gomes, T.V. et
al., 2023).

A atividade antibacteriana da quitosana € considerada de amplo espectro,
incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com enfoque para Gram-
negativas, as quais autores sugerem maior suscetibilidade devido a maior presenca
de cargas negativas em sua parede celular, interagindo mais intensamente com as
cargas positivas da quitosana (Cai-Ling, K. et al., 2021).

Em relacdo aos microrganismos mais intimamente relacionados aos
processos infecciosos em queimaduras, foi possivel a confirmacado de sua atividade
antimicrobiana no presente estudo (Figura 6), onde as bactérias A. baumannii ATCC
19606 e P. aeruginosa apresentaram valores de CIM de 0,1 mg/mL e 0,6 mg/mL,
respectivamente. Baixos valores de CIM para a quitosana foram detectados tanto
para as bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas testadas, apresentando

valor de CIM de 0,1 mg/mL para E. faecium, Gram-positiva, tanto para A. baumannii,



Gram-negativa. Costa, E.M. et al. (2017) reportou valores de CIM semelhantes para
A. baumannii, variando de 0,16 mg/mL a 0,31 mg/mL. Ja as estirpes de S. aureus,
apresentaram valores de CIM menores para S. aureus sensivel (1,0 mg/mL) em

relacdo a estirpe resistente (2,0 mg/mL).

Figura 6: valores de CIM e CBM da quitosana frente aos microrganismos testados.
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Fonte: elaborada pela autora (2023).

Considerando a atividade antifungica da quitosana, nesse estudo ela
apresentou valores de CIM maiores para a amostra de C. albicans ATCC 40175 (2,4
mg/mL) em relagdo a sua amostra hospitalar (1,2 mg/mL), que se assemelha aos
valores encontrados Tayel, A.A. et al., (2010).

No que diz respeito a CMM, a quitosana se mostrou microbicida para todas as
espécies testadas, apresentando menores valores para a bactéria A. baumannii
ATCC 19606 (0,15 mg/mL) e maiores valores de CIM para C. albicans ATCC 40175,
sendo estes iguais ao valor de CIM. Esses resultados contrastaram com os dados
de Sobhani, Z. et al., (2017), no qual foram encontrados efeitos bacteriostaticos para

bactérias Gram-positivas e Gram-negtivas.
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Portanto, a incorporacdo de compostos bioativos na formulacdo proposta
pode ser uma estratégia promissora para o controle de infecgdes em queimaduras,
considerando o potencial sinérgico da ORA e quitosana, ampliando seus efeitos

bioldgicos.

5.1.3 Cinética de morte

Estudos de cinética de morte sao frequentemente utilizados na pesquisa com
novos antimicrobianos (Vincent, H. et al, 2005). Eles oferecem dados para
investigacdo do comportamento do microrganismo em relacdo ao tempo de
exposicao ao agente. Para a estirpe S. aureus ATCC 33591, MRSA, foi observado
que a ORA na concentragdo de CIM (312,5 pg/mL) foi capaz de inibir a fase log
durante todo o tempo de estudo, conforme ilustrado na Figura 7. Porém, a partir das
24 h, foi identificado uma tendéncia a cair o crescimento no controle e aumentar o

crescimento frente as concentragdes de ORA diferentes do CIM e de azitromicina.

Figura 7: grafico da curva de morte para S. aureus MRSA ATCC 33591, na presenca
de diferentes concentragbes de ORA. Estdo apresentados também o controle de

crescimento e o controle de atividade azitromicina (0,4 mg/mL).
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Para a estirpe de S. aureus 25904, considerada nao resistente, péde ser
observado que a ORA na concentracao de CIM (312,5 pg/mL) foi capaz de atrasar a

fase log em 6 horas, como mostra a Figura 8. Porém, a partir das 12 h, foi observado

a mesma tendéncia do que para a estirpe de S. aureus 33591, com o microrganismo

entrando na fase de declinio no controle de crescimento, e voltando a se multiplicar

frente as concentragcées de ORA. Entretando, para esta estirpe, a ORA foi menos

eficiente, ja que mesmo na concentragédo de duas vezes o valor de CIM foi possivel

a bactéria voltar a crescer apés 12h.

Figura 8: grafico da curva de morte para S. aureus sensivel ATCC 25904 na

presenca de diferentes concentracbes de ORA. Estdo apresentados também o

controle de crescimento e o controle de atividade azitromicina (0,006 mg/mL).
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Esmael, A. et al (2020) realizou estudos de curva de morte de 6leo de alecrim
para microrganismos resistentes a antimicrobianos, entre eles S. aureus. Seu estudo
demonstrou uma atividade bactericida frente a esse microrganismo apos 6 horas de
incubacéo. Além dos autores utilizarem concentragdes superiores (variando de 0,5 a
5,0 g/mL) as testadas no presente trabalho, a composi¢céo quimica dos oleos exerce
um grande impacto na eficacia e no tempo de agdo em um microrganismo (May, J.
et al. (2000), o que pode explicar os resultados divergentes. Um estudo em que foi
testada a atividade antimicrobiana contra S. aureus frente ao a-pineno isolado,
demonstrou um efeito bacteriostatico como os encontrados neste trabalho (Eduardo,
L.S. et al., 2018).

A cinética de morte para as espécies de S. aureus mostraram que a ORA
poderia se comportar em um curativo, como um bom efeito antibacteriano, visto o
atraso da fase log encontrado. Considerando-se os resultados encontrados, pode-se
propor a hipétese de que o filme deveria ser trocado pelo menos 2 vezes ao dia ja

que o atraso no crescimento foi de no minimo 6 h na concentragdo de CIM.



Um outro fator a ser destacado é a sensibilidade de S. aureus MRSA frente a
ORA, diferentemente a estirpe sensivel. Isso pode ser explicado pelo fitness gasto
pelas bactérias na resisténcia contra antimicrobianos classicos, podendo deixa-las
mais susceptiveis a substancias antimicrobianas alternativas (Lenski, R.E., 1998).
As linhagens S. aureus MRSA s&o classicamente resistentes aos [B-lactamicos,
porém muito isolados mostram resisténcia a antimicrobianos de outras classes
também, o que leva a poucas opg¢des de tratamento.

Compostos naturais exibem amplo espectro de atividade antimicrobiana e
agem em células microbianas por variados mecanismos de agado. A suscetibilidade
de estirpes multidrogas-resistente (MDR) aos fitoquimicos pode ser explicada pelos
mecanismos de sobrevivéncia sofisticados desenvolvidos, devido a pressao seletiva
que as plantas sofreram ao longo do tempo (Simdes, M.; Bennett, R.N.; Rosa,
E.A.S., 2008). Além disso, estudos indicam que plantas aromaticas da familia
Lamiaceae exibem baixo risco de resisténcia e baixa toxicidade para humanos
(Nieto, G., 2017). Para tracar uma relacdo entre os efeitos observados e a
composi¢cao quimica da ORA, mais estudos precisam ser realizados. Assim,
substancias bioativas naturais podem ser eficazes para contornar os mecanismos de
resisténcia e considerando que infecgbes hospitalares causadas por S. aureus
MRSA no contexto das queimaduras sejam frequentes, a ORA mostrou-se um

agente promissor.

5.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DOS FILMES A BASE DE
QUITOSANA COM INCORPORAGAO DE ORA

5.2.1 Formulagao dos filmes

A pesquisa e o desenvolvimento de filmes bioativos como curativos para
feridas tiveram um avanco significativo nas ultimas décadas. Entretanto, um conjunto
de necessidades deve ser atendido para que um filme seja eficaz, estimulando o
processo de reepitelizagdo, como a formacédo de barreira impermeavel contra
microrganismos, elasticidade, resisténcia, absorc¢ao do fluido liberado pelas feridas e
aderéncia as lesdes (Agarwal, A., 2011). Filmes poliméricos formulados a base de

quitosana, considerada um biopolimero seguro, biodegradavel, ndo téxico e com
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boas atividades bacteriostaticas e cicatrizantes, podem ser ideais para regeneragao
de lesdes (Shi, C. et al., 2006).

O estudo de Labib, R.M. et al. (2019), também utilizou a quitosana para
preparar filmes com oleo essencial de Melaleuca alternifolia e R. officinalis,
mostrando que a quitosana associada com compostos naturais que possuem
atividades biologicas melhoram a reepitelizagcdo e regeneragdo normal da pele no
caso de feridas abertas, além de diminuir o estresse oxidativo na area afetada,
representando entdo uma abordagem promissora para o desenvolvimento de
terapias significativas no tratamento das queimaduras. No entanto, o objetivo dos
autores foi a de comparar a agao dos diferentes 6leos essenciais nas propriedades
discutidas, além de utilizarem concentragbes de 6leos superiores (10,0%) as
utilizadas neste trabalho.

A formulacédo F1 nao foi capaz de formar o filme pois a quitosana a 1% néo
levou a viscosidade necessaria, tornando dificil o processo de laminagéo (Figura 9 —
a esquerda) e conferindo aspecto craquelado apds a secagem. A lecitina de soja
utilizada como emulsificante na F1 também ndo se dissolveu por completo,
formando grumos no filme. A F2 ndo formou filme no laminador (Figura 9 — a direita),
mas formou quando vertida em placa de petri apés secagem em um volume de 3
mL. Porém, a lecitina de soja também nao se dissolveu, formando ainda grumos

pelo filme (Figura 10).

Figura 9: formulagdes F1 laminada — a esquerda e F2 laminada — a direita.



Fonte: Acervo pessoal (2023).

Figura 10: formulagéo F2 em placa de petri.

Fonte: Acervo pessoal (2023)

Para as formulagdes seguintes, o uso de placas de petri foi adotado em

detrimento do laminador, visto que o filme ndo se aderiu corretamente a superficie
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dele. Em relagédo a F3, os filmes foram formados apds o processo de secagem e,
dessa vez, a ORA foi bem emulsificada pelo Tween 80, mesmo a concentragdes
maiores (1,0%, 2,5% e 5,0%) que as utilizadas nas formulagbes seguintes. Em
relacdo as caracteristicas macroscopicas, o filme ficou com uma coloragdo verde-
claro e com odor agradavel, caracteristico da ORA. Os filmes resultantes ficaram
homogéneos, porém com a presenga de pequenas irregularidades na superficie
(Figura 11).

Figura 11: formulacao F3.

A: filme branco; B: filme 1,0% ORA; C: filme 2,5% ORA; D: fiime 5,0% ORA.
Fonte: acervo pessoal (2023).

A fim de diminuir a tensdo superficial das solu¢des nas placas, a F4 foi vertida
em placas de petri de vidro, que além de possuirem maior resisténcia térmica,

importante para o processo de secagem, confere uma tensao superficial menor nas



solucdes devido sua superficie lisa e ndo porosa, que contrasta com as placas de
poliestireno, que sao porosas e hidrofébicas (Faghihnejad, A.; Zeng, H., 2012). As
caracteristicas da F4 e F5 foram bem semelhantes, uma vez que nelas a
concentragéo utilizada de ORA era a mesma (0,2%, 0,5% e 1,0%), apresentando o
mesmo odor, mesma coloracdo e aparéncia superficial semelhantes, ambos menos
intensos que na F3 (Figuras 12 e 13). Além disso, a coloragdo desses filmes
apresentaram um tom de transparéncia, que ajudaria no acompanhamento visual da
ferida, sem a necessidade de retirar o filme (Agarwal, A., 2011).

Comparando as formulagbées F3, F4 e F5, foi possivel observar uma
flexibilidade maior dos filmes da F3. Ja os fiimes contendo ORA em comparagao
com os filmes brancos das ultimas 3 formulagdes também apresentaram maior
flexibilidade e hidratagdo, aumentando conforme a adigcdo de ORA, sendo os filmes
com maiores concentragdes (1,0%, 2,5% e 5,0%) os mais faceis de manusear.

Sabe-se que o grau de hidratacdo de uma solugdo interfere na sua
maleabilidade e flexibilidade, sendo quanto maior, possivelmente mais maleavel a
amostra sera (Yakimets, |. et al, 2007). No entanto, o teor de moléculas de agua nos
filmes formulados n&o variaram no volume de agua, o que leva a inferéncia de que o
teor de dleo-resina também influencia nessas propriedades de uma determinada

amostra.

Figura 12: formulagao F4.



A: filme branco; B: filme 0,2% ORA; C: filme 0,5% ORA; D: fiime 1,0% ORA.
Fonte: acervo pessoal (2023).

Figura 13: formulacéo F5.
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A: filme branco; B: filme 0,2% ORA; C: filme 0,5% ORA; D: fiime 1,0% ORA

Fonte: acervo pessoal (2023).

5.2.2 Determinacdo do Potencial Zeta (PZ) e determinagdo do Diametro

Hidrodinadmico médio (DHm) das particulas das solu¢des precursoras dos filmes

As emulsdes de o0leo em agua se constituem na dispersao de goticulas do
6leo em um meio aquoso e a adigdo de emulsificante possibilita a adsorgédo na
interface oOleo-agua e reduz a tensao superficial, mantendo as goticulas estaveis
devido a suas altas cargas superficiais, levando a uma maior estabilidade a longo
prazo (Lam, S.; Velikov, K.; Velev, O., 2014; Roy, J.C. et al, 2017). A medida de PZ
se relaciona com a estabilidade de uma solugéo pela avaliagdo das cargas elétricas
de suas particulas suspensas, sendo quanto maior a carga elétrica, maior a
frequéncia de oscilagdo das particulas no ensaio € maior o PZ da solugao. Valores
de PZ préximos de £ 30 mV indica uma suspensao estavel, evitando agregagao de

seus compostos (Sganzerla, W.G et al, 2023).
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As solugdes precursoras dos filmes (Figura 14) neste trabalho foram
avaliadas a fim investigar as interagbes que os constituintes da formulacéo
apresentaram. As solugbes exibiram valores altos de PZ, conforme indicado na
tabela 3, indicando estabilidade da emulsdo. Além disso, os valores positivos
encontrados podem ser atribuidos a presenga do agrupamento amino das moléculas
de quitosana (CARVALHO, F.G. et al, 2019) e a presencga de acidos na composigao
quimica da ORA. E interessante notar que o PZ das solugdes aumenta conforme o
aumento da concentracdo de ORA, aumentando a estabilidade delas. Esse aumento
provavelmente esta relacionado a componentes presentes em sua composiciao
quimica, como acidos fendlicos, que podem afetar o pH da solugéo, influenciando as

cargas superficiais das particulas (Mena, P. et al, 2016).

Figura 14: solugdes precursoras dos filmes da F4.

Fonte: acervo pessoal (2023).

Tabela 3: PZ e DHm das solugbes precursoras dos filmes referente a F4.

Branco 0,2% ORA 0,5% ORA 1,0% ORA

Potencial Zeta (mV) 42,30+1,20 46,10+ 3,03 4540+1,59 49,80+ 1,04




Diédmetro 70,40 410,05 441,40 1214,00
Hidrodinamico medio 7,27 63,00 46,13 41,22

(nm)

Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

O tamanho das particulas em uma solugao é também de extrema importancia
para a caracterizacao fisico-quimica de formulagdes. A técnica de DLS utilizada
neste trabalho é muito utilizado no controle de qualidade em industrias que
produzem produtos coloidais e polimeros. Ela mede o tamanho das particulas com
base na flutuagdo que elas apresentam em sua trajetéria depois que um feixe de
laser é direcionado para a amostra. Quanto mais lentas as flutuagdes, maior o seu
DHm (Bhattacharjee, S., 2016). No presente trabalho, essa técnica foi utilizada para
avaliar o tamanho das particulas da formulagdo na presencga e na auséncia de ORA.
Pode-se observar que o tamanho das particulas da solugdo aumenta conforme o
aumento da concentragdo de ORA nos filmes. Embora o aumento do tamanho das
particulas possa resultar em maior probabilidade de aglomeragao, neste trabalho &
possivel verificar que o aumento do tamanho das particulas € compensado pelo

aumento de carga. Assim, as cargas mantém as particulas grandes em movimento.

5.2.3 Avaliacdo dos parametros de qualidade dos filmes formulados

5.2.3.1 Avaliacao da estabilidade dos filmes ao processo de secagem

Os filmes formulados foram avaliados em diferentes condicbes de
temperatura a fim de avaliar o comportamento do gel durante sua secagem. A
presenca de bolhas em filmes poliméricos € um aspecto muito comum e negativo, a
medida que elas podem reduzir a eficacia do filme, diminuir sua adesao e aumentar
o risco de contaminagcdo microbiana (Pourdarvish, R.; Danner, R.P.; Larry, J.D.,
2008). Um dos fatores que podem influenciar o surgimento de bolhas é a remogao
brusca do solvente durante a secagem, especialmente empregando altas
temperaturas, como 50 °C, considerando a temperatura ambiente, na qual os filmes

sao formulados.
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Outro aspecto importante € a rugosidade e a aspereza que comumente
aparece nas superficies dos filmes formulados pela técnica de evaporagdo do
solvente. Isso acontece devido a uma instabilidade do sistema e ao tempo de
nivelamento, que é muito grande quando se compara a evaporagdao normal do
solvente. Além disso, a rapida evaporagao faz com que as solu¢des tenham grandes
angulos de contato em relagao ao substrato, o que também gera irregularidades na
superficie (Strawhecker, K.E.; Kumar, S.K., 2001). No entanto, Pereira, G.G. et al.
(2014) em seus estudos produziu filmes que apresentaram uma superficie mais
rugosa, com depressdes frequentes e de tamanhos pequenos, e chamou atenc¢ao
que uma superficie porosa dos filmes ajuda a ter uma maior superficie de contato
com a ferida, o que causaria uma liberacdo mais imediata dos ativos e uma
absorcado mais eficientes dos exsudatos.

Nesse contexto, a F2 apesar de ter sido seca em temperatura ambiente, seu
volume contido na placa era consistentemente menor (3 mL). Ja os filmes da F3,
inicialmente secos em temperatura ambiente, foram transferidos para a estufa a 50
°C apos 3 dias devido ao seu aspecto ainda molhado, sugerindo que secagem a
temperatura ambiente pode nao ter sido eficaz na remocédo completa do solvente
devido ao maior volume na placa (12 mL).

A fim de diminuir os aspectos da secagem brusca dos filmes, a F4 foi
submetida a secagem em estufa a 35 °C por 5 dias, porém outros problemas
apareceram, como a possivel quebra de emulsdo durante o processo, evidenciado
pelas goticulas de ORA nas bordas do filme (Figura 15). A quebra de emulsédo pode
acontecer quando as condicdes de armazenamento de uma formulagdo nado sao
adequadas, e o calor dos 5 dias de secagem influenciou na estabilidade da emulséao,
ocorrendo possiveis quebras entre as ligacées dos constituintes (Tadros, T.F.,
2016).

Figura 15: Goticulas de ORA na borda do filme 1,0% ORA da F4.



N

Fonte: acervo pessoal (2023).

Por fim, a F5 foi acondicionada em estufa a uma temperatura de 60 °C em um
periodo de 12 h. Os filmes apresentaram aspecto seco, com cores, odores e
maleabilidade semelhantes a F4. No entanto, foi detectada a presenga de mais
irregularidades nas superficies que as formulagdes anteriores, indicando que a
secagem abrupta em temperaturas mais altas influencia na uniformidade da

superficie ao final do processo (Figura 16).

Figura 16: recorte da F5 evidenciando suas irregularidades.

Fonte: acervo pessoal (2023).

5.2.3.2 Determinagao do peso médio e espessura dos filmes
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A determinacdo do peso médio e espessura de filmes empregados na area
médica é de suma importancia, visto que indicam se ha uniformidade na distribuicao
dos constituintes das formulagbes (Sobral, P.J.A., 1999). Além disso, é ideal no
contexto das feridas por queimaduras que os fiimes apresentem menores
espessuras, como 0,05 a 2 mm, devido a sensibilidade da pele queimada (Agarwal,
A. et al., 2011; Morais, D.C.M. et al., 2013).

No trabalho em questdo, a formulagdo F2 em placa de petri apresentou a
menor espessura medindo 0,08 mm = 0,03 mm, o que esta semelhante ao trabalho
de Pereira, G.G. et al. (2014) em que filmes com Aloe vera e vitamina E tiveram
espessura de 0,08 mm. Os valores de peso médio e espessura das formulagdes F3,
F4 e F5 estdo expressos nas Tabelas 4, 5 e 6. E possivel observar um aumento da
espessura com o aumento da concentragdo de ORA empregada para todas elas,
assim como encontrados no trabalho de Silva, A.C (2022), que demonstrou que a
concentracao de bioativos quando incorporados as formulagdes podem influenciar

nessas propriedades fisicas.

Tabela 4: valores de peso médio e espessura da F3.

F3

Branco 1,0% ORA 2,5% ORA 5,0% ORA

Peso médio (mg) 20,0+10,0 20,0 +10,0 30,0 £10,0 40,0 +10,0

Espessura (mm) 0,1+0,03 0,1+£0,07 0,2+0,03 0,3+0,08

Fonte: elaborada pela propria autora (2023).

Tabela 5: valores de peso médio e espessura da F4.
F4

Branco 0,2% ORA 0,5% ORA 1,0% ORA

Peso médio (mg) 20,0+7,0 23,0+ 10,0 24,0+9,0 240+7,0

Espessura (mm) 0,1+0,03 0,1+0,05 0,1+0,05 0,1+0,03




Fonte: elaborada pela prépria autora (2023).

Tabela 6: valores de peso médio e espessura da F5.
F5

Branco 0,2% ORA 0,5% ORA 1,0% ORA

Peso médio (mg) 20,0+12,0 22,090 29,0+13,0 30,0+8,3

Espessura (mm) 0,1+£0,05 0,1+0,03 0,1+0,05 0,1+0,03

Fonte: elaborada pela propria autora (2023).

5.2.3.3 Determinacgao do teor de umidade

Para que um curativo ajude na cicatrizagcao de feridas, € necessario que ele
mantenha a umidade e o balan¢o de agua entre o filme e a ferida, além de permitir a
troca de gases e absorver o excesso de fluido das feridas (Kennedy, J.F.; Knill, C.J.;
Thorley, M., 2011). Feridas consideradas cronicas estagnam em um processo
inflamatoério e produzem exsudatos por algum tempo. Por isso, filmes curativos
precisam absorver esse fluido e ao mesmo tempo manter o nivel normal de
hidratacdo de um tecido, principalmente no caso de queimaduras com espessura
parcial (Agarwal, A., 2011) e a medida do teor de umidade é especialmente
relevante nesses casos.

O teor de umidade das formulag¢des F3, F4 e F5 esta apresentado na figura
17. Os valores variaram de 41,37% a 58,05%, indicando um alto teor de umidade
quando comparado com o trabalho de Silva, A.C. (2022), que apresentou valores
maximos de 30,68% de umidade. Além disso, é possivel verificar que quanto mais
alta a concentragdo de ORA empregada, maior o teor de umidade do filme, assim
como encontrado no mesmo trabalho de Silva, A.C. (2022), no qual filmes com maior

concentracédo de extrato apresentavam também mais umidade.

Figura 17: teor de umidade das formulagdes F3, F4 e F5.
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Os altos valores de teor de umidade encontrados se assemelham com os
E.S; Sobral,

temperatura no ensaio de umidade maior (95 °C) que a utilizada por Silva, A.C. (60

encontrados por Monterrey, P.J.A. (1999), que utilizaram uma
°C), assim como a utilizada no presente trabalho, na qual a estufa foi programada a
100 °C, o que pode explicar essa variagao. Assim, os resultados encontrados neste
estudo mostram que os filmes apresentam capacidade de fornecer umidade a ferida,

0 que corresponde ao esperado para uma melhor cicatrizagao.

5.2.3.4 Determinacg&o do grau de intumescimento e solubilidade

A capacidade de um filme topico curativo de reter exsudatos de uma ferida,
ou seja, seu grau de intumescimento, € uma medida importante e ja discutida neste
trabalho. Dependendo do polimero empregado na formulagdo, pode-se obter
variadas porcentagens de absorgcédo de exsudatos, influenciando na sua capacidade
adesiva, 0 que vai determinar uma adesao bem-sucedida na ferida e o tempo de
permanéncia no local aplicado (Costa, N.N. et al., 2020). Ja o grau de solubilidade
indica a porcentagem de solubilizagdo dos constituintes no filme e a integridade
fisica desse filme em lesdes (Jaiswal, L.; Shankar, S.; Rhim, J.H., 2019). Assim, o
grau de intumescimento e solubilidade sdo métricas que medem a funcionalidade de
um filme curativo. As porcentagens de intumescimento e solubilidade dos filmes
formulados de acordo com as formulagcbes F3, F4 e F5 deste trabalho estédo

apresentadas nas figuras 18, 19 e 20, respectivamente.

Figura 18: porcentagem de intumescimento dos filmes ao longo do tempo e
solubilidade da F3.
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Figura 19: porcentagem de intumescimento dos filmes ao longo do tempo e
solubilidade da F4.
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Figura 20: porcentagem de intumescimento dos filmes ao longo do tempo e
solubilidade da F5.
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Como pode ser observado nas figuras, o grau de intumescimento dos filmes
variou de 86,87% a 155,18%, sendo observado um maior intumescimento de acordo
com o0 aumento da quantidade de ORA utilizada. Em relagao ao grau de solubilidade
das amostras, houve uma variagdo de 65,21% a 83,34%, uma tendéncia
inversamente proporcional ao grau de intumescimento, onde os filmes com menor
concentracdo de ORA apresentaram um grau de solubilidade maior. Além disso, é
possivel verificar no ensaio de intumescimento que as amostras retém uma maior
quantidade de fluido nas primeiras 8 horas de contato com o meio, tendo uma
tendéncia a estabilizar a absorgéo até 24 h.

Em relacdo a integridade fisica dos recortes dos filmes, no ensaio de
intumescimento nao houve deformacao, permanecendo os filmes integros até as 24
h testadas, como mostra a figura 21. Ja no ensaio de solubilidade, apds o tempo
final de secagem, é possivel reparar que os filmes com maior concentragdo de ORA
se mantiveram mais integros em comparagao com os de menor concentragédo, como
mostra a figura 22, pois quanto maior a solubilidade, menor a integridade ao final do

processo.

Figura 21: filmes apds 24 h submersos em fluido simulador de feridas para o teste

de intumescimento.



B: filme branco; 0,2%: fiime com 0,2% de ORA; 0,5%: fiilme com 0,5% de ORA;
1,0%: filme com 1,0% de ORA; 2,5%: filme com 2,5% de ORA; 5,0%: filme com 5,0%

de ORA.
Fonte: acervo pessoal (2023).

Figura 22: filmes apds processo de secagem para o teste de solubilidade.

B: filme branco; 0,2%: fiime com 0,2% de ORA; 0,5%: fiilme com 0,5% de ORA;
1,0%: filme com 1,0% de ORA; 2,5%: filme com 2,5% de ORA; 5,0%: filme com 5,0%
de ORA.

Fonte: acervo pessoal (2023).

O grau de intumescimento de uma amostra esta relacionado a presencga de
grupos hidrofilicos de constituintes de uma formulagéo, como é o caso da quitosana,
da glicerina utilizada como plastificante e de substancias hidrofilicas que podem
estar presentes na ORA. Comportamento semelhante ao encontrado neste trabalho
foi achado por Silva, A.C. (2022), no qual o intumescimento também aumentou de

acordo com o0 aumento da concentragdao do ativo. Em relagdo aos valores
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propriamente ditos, foram encontradas porcentagens proximas as apresentadas aqui
no trabalho de Souza, V.G.L. et al. (2017), no qual os filmes que eram constituidos
por quitosana e diferentes ativos naturais apresentaram grau de intumescimento
variando de 70% a 200%.

Ja o grau de solubilidade de uma amostra esta mais associado a polaridade
dos constituintes da formulacdo, o que poderia explicar a tendéncia encontrada
neste trabalho de diminuir a solubilidade conforme o aumento de ORA, constituinte
majoritariamente apolar. De fato, estudos como os de Bras, T. et al. (2020) mostram
que o aumento da composi¢cado de substancias apolares e hidrofébicas diminuem a
taxa de intumescimento e solubilidade. Resultados na literatura apontam que o grau
de intumescimento e solubilidade s&o diretamente proporcionais (Silva, A.C., 2022),
o que difere dos resultados encontrados aqui.

Diante do exposto, € possivel concluir que os filmes formulados neste
trabalho apresentam alta capacidade de intumescimento e manutencdo de sua
integridade por, pelo menos 24 h, o que pode indicar que esses filmes podem ser

bioadesivos e que podem ajudar na retengdo do excesso de exsudatos das lesodes.

5.2.4 Caracterizacao fisico-quimica por Espectroscopia eletrénica vibracional Raman
e FT-IR

As analises por espectroscopia Raman e FT-IR constituem uma ferramenta
para analise das interagdes moleculares entre os constituintes de uma formulacéo e
para localizagédo e determinagao de grupos funcionais na amostra de acordo com a
faixa de comprimento de onda estabelecida (Barbosa, L.C.A., 2011; Rodrigues, A.G.;
Galzerani, J.C., 2012). As duas técnicas de espectroscopia identificam o modo
vibracional tipico das moléculas presentes na amostra.

A radiacdo na regido do infravermelho interage com as moléculas ali
presentes, levando-as a um estado vibracional, que é reflexo da absorcdo da
radiacdo em frequéncias especificas de cada grupo funcional (Silva, A.C., 2022). Ja
na espectroscopia Raman, os espectros se dao pela fracdo da luz que é transmitida
dentro de um material e retransmitida na forma de luz espalhada, cujo nome desse
fendmeno é espalhamento Raman (Rodrigues, A.G.; Galzerani, J.C., 2012). As duas
técnicas sdo complementares a medida que a detecgao dos grupos funcionais varia

de acordo com a técnica empregada. Os espectros de FT-IR obtidos a partir da F3



do presente estudo se encontram nas figuras 23 e 24, enquanto os espectros

Raman nas figuras 25 e 26.

Figura 23: espectros do FT-IR dos filmes da F3 e seus constituintes ORA e

quitosana.
0.4 0,07
0,06
0,3
o ‘ ‘ @ 005
2 2
g S 004
5 02+ I 5
@ | I @
e} Q
< ‘ < 0,03
I,
M |
0,1 ‘
] ) Il 0,02 -
f | |
Hly \ J L
A i 0,01
0,0 - L S— -
i T E T y T E T T 1 0,00 T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
Comprimento de onda (cm-") Comprimento de onda (cm-")
e Brenee
0,6 -
0,6 - ‘
.‘H‘l‘ 051 iy
05 1 A L
& { \
b 0,4 ’ ‘
© i |1 © |
2 e n | a
4 ‘ & 03 I
8 , \ ! | {
5 03 : 5 Al
[ | | (23 i | |
o o 024 y \ .
< (4 \ = ; r [/ I
021 o A\ | o
Iy ' 014 7 \Mﬂ Al / |
e \ ' \.v ]f ¥ | Hv rf i {
0,1 | v -‘ﬁ J/ ‘
/7 \ 0.0 b SRS 1
(s \ & A
, S 1 \ Lo
0,0 TR
0,1 . . : . .
' : ' : ' ; ' V ' ¢ "o 1000 2000 3000 4000 5000
0 1000 2000 3000 4000 5000
1 1
Comprimento de onda (cm-") Eomprinenio de onda (i)
Fime 5.0% ORA
0,5+ 0,40
0.35 v
0,4 - I
0,30 4 [
| | /
o 034 o %1 ﬂ J
2 2 |
g ] g 0201 ‘ "l ‘ ! |
5 02 5 \
2 g o 1 o
i 2 A ||
= < 010 | W
0,1 ' / \HJ WM\ I
] 0,05 - \}l; u ‘/ \
004 0,00 WS
0,05 |
'011 T T ¥ T = T J T ¥ 1 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
Comprimento de onda (cm-") Comprimento de onda (cm-")

Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).



65

Figura 25: espectros de FT-IR dos filmes da F3 e seus constituintes ORA e

quitosana sobrepostos.

Filme Branco
Filme 1,0% ORA |
7 | Filme 2,5% ORA |
0,6 Filme 3.0% ORA
Quitosana
ORA

0,5+

0,4 4

0,34

0,2 4

Absorbancia

0,14

0,0+

-0.1 d T ¥ T d T ¥ T ’ 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Comprimento de onda (cm-")

Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Figura 26: espectros RAMAN dos filmes da F3 e de seus constituintes ORA,

quitosana e Tween 80.
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Figura 27: espectros RAMAN dos filmes da F3 e seus constituintes ORA, quitosana

e Tween 80 sobrepostos.
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Como observado nas figuras anteriores, os espectros FT-IR dos filmes se
mostraram semelhantes aos espectros obtidos dos seus constituintes puros ORA e
quitosana, o que indica a provavel interagdo molecular entre os grupos funcionais
dos constituintes. Além disso, € possivel verificar 0 deslocamento das bandas dos
constituintes puros para comprimentos de ondas maiores nos filmes. Isso indica a
interacao polimérica e a incorporagao dos compostos no filme, possivelmente devido
a formacgao de novas ligagdes (Sousa, F.M.S., 2017). O aumento da absorgédo das
bandas espectrais também varia nos diferentes filmes, ja que a intensidade é
proporcional a concentragao dos compostos (Alves, A.C.S.B., 2018; Souza, A.M,;
Poppi, R.J., 2012).

Em relacdo ao espectro do constituinte puro quitosana, pbéde-se localizar
bandas espectrais caracteristicas dos grupos funcionais da quitosana. Entre elas,
verifica-se uma banda com alta intensidade em torno de 1040 cm™ que corresponde

ao estiramento C-O presente em alcoois e fendis. No comprimento de onda de 3000



a 3500 cm™ é onde se encontra a regido de estiramento O-H das ligagbes de
hidrogénio, mas também indica a presenga de N-H referente as aminas primarias e
secundarias (Sousa, F.M.S., 2017; Silva, A.C., 2022).

A respeito do espectro da ORA, assim como no estudo de Alves, A.C.S.B.
(2018) com OEA, foi detectado bandas na regido de 3000 a 3250 cm™ que
correspondem ao estiramento O-H e C-H. A banda aparente da regido de 1500 a
2500 cm™ corresponde a grupos C=0 e o pico na regido até 1500 cm™” pode se
referir a grupos CH, e C-O de alcoois e fendis, assim como no espectro da
quitosana. Inferéncias sobre as bandas em regides especificas nos ddo a nogéo dos
grupamentos funcionais presentes naquela amostra. No entanto, como a
caracterizagao quimica da ORA néo foi realizada, ndo é possivel a associagao direta
do grupamento detectado e o nome da substancia.

A espectroscopia Raman complementa as informacdes dadas pela FT-IR,
principalmente na investigacao de ligagdes de carbono em anéis alifaticos e
aromaticos, nos momentos em que as ligagdes sao dificeis de serem visualizadas
pela FT-IR, como no caso de ligagbes C=C e N=N e quando as reagcbes em meio
aquoso sao investigadas (Mettler Toledo, 2023). No que diz respeito aos espectros
Raman obtidos neste estudo, também é possivel verificar a interagcdo entre os
constituintes nos filmes quando comparados com os espectros dos constituintes
puros, assim como na FT-IT. Nessa analise, porém, o Tween 80 (emulsificante da
formulacédo proposta) também foi avaliado e é possivel observar o seu espectro
correspondente nos espectros dos filmes.

Tendo em vista o espectro da quitosana, é possivel observar picos na regiao
de 471 cm, que se referem ligagdes C-C-O, além de picos nas regides de 969 a
1325, que correspondem aos estiramentos de anéis. Picos na regido proximo a 3000
cm indicam ligagbes C-H, visualizadas também por FT-IR. Esses resultados se
assemelham com os Ren, X.D. et al. (2014) que utilizou Raman para caracterizagcao
de nanoparticulas de quitosana.

Em relagdo ao espectro Raman obtido para a ORA, visualiza-se bandas
intensas nas regides de 653 e 1500 cm, que se referem aos compostos 1,8-cineol e
canfora pelas ligacbes C=0, caracteristicos de extratos de alecrim. Esses resultados
também foram encontrados nos estudos de Jentzsch, V.P.; Valerian, C. (2014). O
ultimo constituinte puro a ser analisado, o Tween 80 mostrou picos na regiao 1064

cm, referentes a ligagdes -CH3, e picos até a regidao de 1652 cm, que sao proprios
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da substancia, assim como relatado nos estudos de Mitsutake, M. et al (2018).
Diante do exposto, pode-se considerar que os compostos tiveram uma interagéo
molecular nas amostras de filmes, principalmente quando comparados o polimero

quitosana e o ativo ORA.

5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS FILMES

Estudos de determinagdo de atividade antimicrobiana frequentemente sao
realizados pele método de difusdo em agar, que é considerado simples e de baixo
custo. Nesse método ainda existem duas variagdes, que é a difusdo em disco e a
difusdo por meio de pocgos. A primeira € a mais utilizada na literatura e é a principal
escolha quando substancias vegetais s&o testadas (Roquete, T. et al., 2018). No
entanto, o nivel de sensibilidade desse teste nédo se assemelha a sensibilidade do
teste de CIM por variados fatores que influenciam e podem atrapalhar a difusdo do
composto pelo agar (Scorzoni, L. et al., 2007), interferindo no halo de inibicdo e na
interpretacéo dos resultados.

Nesse teste, trés estirpes bacterianas que sao muito frequentes e importantes
no contexto das infecgdes secundarias nas queimaduras foram testadas e os
resultados sdo mostrados nas figuras 27, 28 e 29. Nas figuras 27 e 28, sao
mostradas as comparagdes dos valores de halo de inibicdo para as bactérias Gram-
negativas A. baumannii e P. aeruginosa, respectivamente. Em relagdo a A.
baumannii pode ser verificado um halo de inibicdo maior para os filmes (8,7 mm) do
que para os discos de papel com solugdes de ORA (6 mm), indicando possivel
sinergismo entre a quitosana e o ativo ORA. Os valores encontrados n&o diferiram
estatisticamente (p < 5) do tratamento controle com iodopolividona (11 mm). Para P.
aeruginosa, os valores dos halos foram referentes aos valores dos discos, em torno
de 6 mm, ndo mostrando atividade diferenciada para nenhuma das amostras
testadas, inclusive para o controle iodopolividona a 10%. As diferentes
concentragbes de ORA nos filmes ndo foram suficientes para diferenciar o tamanho
do halo de inibigao entre elas, ja que todos apresentaram o mesmo valor.

Estudos mostram resultados semelhantes de halo de inibicado de OEA para A.
baumannii com um valor de 8-8,5 mm de halo (Kwon, P.S.; Chang-Eun, P., 2018).
Para P. aeruginosa, estudos de Ribeiro, E.; El-Tablawy, S.Y. (2016) mostraram um

halo de inibicdo de 20 mm quando testado OEA. No entanto, além deles terem



utilizado uma menor quantidade de indculo bacteriano (4 x 10° UFCs/mL) no teste,
eles também adicionaram maior quantidade de OEA (20 uL) e ndo o diluiram

previamente, o que poderia aumentar a toxicidade do composto.

Figura 27: valores de halo de inibicdo dos filmes formulados e controles para A.

baumannii ATCC 19606.
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Figura 28: valores de halo de inibigdo dos filmes formulados e controles para P.
aeruginosa INCQS 2742.
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Pseudomonas aeruginosa INCQS 2742
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

O teste de disco-difus&o realizado neste trabalho também foi feito avaliando a
susceptibilidade de uma amostra de S. aureus MRSA, considerando sua importancia
clinica em contextos hospitalares e em lesdes infeccionadas a partir de queimaduras
e os resultados se encontram na figura 30. Os resultados mostram halos de inibigao
variando de 6 mm para os discos de papel impregnados com solugées de ORA e
Tween 80 até 9,7 mm para os discos dos filmes, aumentando o halo conforme o
aumento da concentragao de ORA. Para o controle iodopolividona, halos de 12 mm

foram encontrados.

Figura 29: valores de halo de inibicdo dos filmes formulados e controles para S.
aureus 33591 (MRSA).
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* Indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle para um p <
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2023).

Issabeagloo, E. et al. (2012) em seus estudos testou o OEA em diferentes
concentracdes para a bactéria S. aureus, tendo como resultado um halo de 8,76 mm
para uma solucao de 10% de OEA, o que esta consideravelmente acima da maior
concentragéo utilizada neste trabalho, que é de 1,0%. Santos, P. et al. (2023)
avaliou extratos aquosos e hidroalcéolicos de alecrim também impregnados em
discos de papel. Os autores puderam perceber que ndo houve atividade significativa
para os extratos aquosos, mas houve para os hidroalcéolicos indicando uma
possivel dificuldade de difusdo do extrato aquoso para o agar, impedindo sua
atividade, ou devido a atividade antimicrobiana do alcool utilizado.

Observa-se pelos resultados a mesma tendéncia ja relatada na literatura e na
introducédo do presente trabalho, a qual bactérias Gram-positivas se mostram mais
suscetiveis do que as Gram-negativas (Cordeiro, C.H. et al., 2006). As placas nas

quais foram realizados os testes estdo representadas na figura 30.

Figura 30: placas do ensaio de disco-difusdo com a F5 e com as solu¢des de ORA.
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A: placa com A. baumannii ATCC 19606; B: placa com S. aureus ATCC 33591
MRSA,; C: placa com P. aeruginosa INCQS 2742. * O quadrante inferior das placas &

onde se encontram os discos dos filmes, enquanto o superior € onde se encontra os
papeis de filtro com solugées de ORA; o disco do meio se refere ao controle com
iodopolividona.

Fonte: acervo pessoal (2023).

Diante dos resultados discutidos, € possivel concluir que os filmes
desenvolvidos neste trabalho a base de quitosana e ORA mostraram atividade
antibacteriana frente a trés das principais espécies bacterianas envolvidas nos
processos infecciosos relacionados as queimaduras, indicando um possivel
sinergismo entre os constituintes e uma alternativa promissora para o controle das
infecgdes secundarias nas queimaduras. A atividade eficaz dos filmes frente a S.
aureus MRSA demonstradas neste trabalho € considerada relevante, pois a
resisténcia bacteriana € um fator comum e importante, principalmente em ambientes
hospitalares, os quais estao associados pacientes queimados. No mais, a busca por
compostos naturais com atividades biolégicas mostra-se promissora no contexto de

cicatrizacao de controle de infec¢des nas feridas causadas por queimaduras.



6 CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos para este trabalho, a atividade
antimicrobiana de constituintes do filme foi avaliada e desenvolvimento de filmes a
base de quitosana com diferentes concentracbes de ORA foi realizado. A
caracterizagao fisico-quimica dos filmes foi avaliada com base em parametros de
qualidade e por espectroscopia, além da confirmacdo da atividade antibacteriana
dos mesmos, visando o controle de infec¢gdes secundarias em lesdes por
queimaduras.

No que tange a atividade antimicrobiana da ORA e dos filmes focando nas
espécies envolvidas nas feridas, pode-se concluir que a ORA apresentou valores de
CIM satisfatérios quando comparados aos resultados apresentados na literatura,
principalmente para S. aureus sensivel e multirresistente. J& os filmes mostraram
sua atividade antibacteriana pelo teste de disco-difusdo para bactérias Gram-positiva
e Gram-negativas com halos maiores que quando testados somente a ORA e
Tween 80, indicando um provavel sinergismo entre a quitosana e a ORA.

Em relacdo ao desenvolvimento dos filmes e sua caracterizagao fisico-
quimica, eles apresentaram caracteristicas uniformes e condizentes com os
relatados na literatura. Os parametros de qualidade peso médio, espessura,
umidade, intumescimento e solubilidade s&do semelhantes aos encontrados nos
trabalhos de outros autores, com caracteristicas favoraveis em um contexto de
controle de infeccao e reestruturagao da pele lesionada. Os espectros Raman e FT-
IR confirmaram interagdes moleculares dos constituintes das formulagées por meio
da comparacao de seus espectros em relacdo aos constituintes puros.

Assim, o presente projeto traz novas opgdes para a abordagem no tratamento
de infecgbes secundarias associadas as queimaduras com o desenvolvimento de
uma nova formulagdo a base de componentes naturais e biodegradaveis. Os testes
neste estudo foram feitos apenas in vitro e mais testes precisam ser realizados,
como testes de atividades anti-inflamatérias, antioxidantes e cicatrizantes. Assim, é
interessante a continuagdo da caracterizagdo das formulagdes apresentadas para

posterior testes in vivo.
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Anexo |

ENGENHARIA
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OLEO RESINA DE ALECRIM

Mome Botdnico: Rosmarinus officinalis L (Rosmary) — Origem: India
Preparagdo: Extragdo por solvente das partes aéreas secas de erva.
Lote: YA220201 - Validade: 12,2023 - Fabricagao: 28/06/2022

Caracteristicas Especificactes Resultado
Aparéncia Liquido Viscoso De Acordo
Cor Amarelo Amarronzado De Acordo
Odor Leve odor de alecrim De Acordo
E:CIILI bilidade Soldvel em Oleo e Dispersivel em sgua. De acordo
Acido Camdsico (%) o 8,10
JIMPORTANTE

Uso Cosmetico.

Armazenar em local fresco & arejado ao abrigo da luz, & Temperatura constante,
preferencialmente ambiente.,

Manuseio: Evitar o contato com a pele & os olhos.

A Engenharia das Esséncias ndo se responsabiliza pela aplicacdo e conservagso
inadequada do preduto, todas as etapas do processo, 530 de inteira responszabilidade
do man|pulador, atente-se as dosagens recomendadas.

# Laudo transcrito do original & emitido eletronicamente, ndo necessita de assinatura.

Responsavel técnico:
CRO04367032

Engenhana das Essennas Comendial LT,
ftua Ronaldo de Carvallbo, 292 — Cap 0204.3-000 - Jardim 580 P3
Fone: [11) 2281-7936— Sit=: www. enpenharadasessendias. com. br



FreeText
Anexo I


	Caracterização físico-química e atividade antimicrobiana de formulação de filmes poliméricos à base de quitosana com óleo-resina de alecrim para o manejo de queimaduras
	Ana Bárbara Polo
	Caracterização físico-química e atividade antimicrobiana de formulação de filmes poliméricos à base de quitosana com óleo-resina de alecrim para o manejo de queimaduras
	Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Luiz Fabri
	Juiz de Fora
	SUMÁRIO

