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RESUMO

Os biomateriais criados a partir do colageno representam uma alternativa terapéutica
com aplicagcdo variada na area meédica e odontoldgica, jA que apresenta grande
biocompatibilidade e capacidade de promover a cura de feridas. Este trabalho visa o
desenvolvimento de filmes biodegradavel a base de Colageno para uso em feridas
incorporados com extratos de Platonia insignis Mart. Para preparacao dos filmes
seguiu-se o sistema de casting. Os testes de caracterizacao dos filmes também foram
realizados, como testes de solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor d’agua,
intumescimento, gramatura e andlise macroscépica. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana do extrato das folhas, foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
caldo e para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes, utilizou-se o teste de difusao
em discos com aproximadamente 13 mm de diametro frente a cepas de S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans
ATCC 90028. O controle de qualidade Microbiol6gico foi realizado para averiguar se
se a manipulagéo do bioproduto e do filme biodegradavel seguiram as Boas Praticas
de Manipulagao de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5° edicdo de 2010. Os testes
de caracterizacdo apresentaram resultados satisfatorios, o filme apresentou-se
homogéneo, continuo e manuseavel, além de ser insoluvel em agua e com
capacidade de absorcdo de dgua quando em contato com ambiente umido. Com o
resultado do teste de atividade antimicrobiana da microdiluicdo do extrato bruto
apresentou CIM entre 3,12 mg/mL e 6.25 mg/mL. E para o teste de difusdo em agar
dos filmes incorporados obteve-se halos de inibicdo entre 16,5mm e 20mm. Dessa
forma, pode-se afirmar que o filme de colageno é eficaz como base para incorporagcéo
de extratos, pois n&o dificulta a sua difusdo no meio. De acordo com os resultados
dos testes de Controle de Qualidade do extrato liofilizado de Platonia insignis e do
filme de colageno em pé incorporado com o extrato de Platonia insignis, houve a
auséncia de microrganismos demonstrando assim a correta manipulacdo dos
bioprodutos, extrato e filme incorporado com o extrato. De acordo com os resultados
foi possivel perceber que os filmes de colageno apresentaram caracteristicas
satisfatorias para a finalidade proposta, por evidenciar uma atividade antimicrobiana,
controle de qualidade dentro dos padrdes farmacopeicos e caracteristicas viaveis para
sua aplicagéo.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Filme biodegradavel; Extrato vegetal;
Colageno em po.



ABSTRACT

The biomaterials created from collagen represent a therapeutic alternative with varied
application in the medical and dental areas, since it presents great biocompatibility and
ability to promote wound healing. This work aims at the development of biodegradable
films based on Collagen for use in wounds incorporated with extracts from Platonia
insignis Mart. For the preparation of the films followed the casting system. The
characterization tests of the films were also performed, such as water solubility tests,
water vapor permeability, swelling, grammage and macroscopic analysis. The
evaluation of the antimicrobial activity of the leaf extract was performed by broth
microdilution technique and to evaluate the antimicrobial activity of the films, the
diffusion test was used in disks with approximately 13 mm of diameter against strains
of S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 and
Candida albicans ATCC 90028. Microbiological quality control was performed to
ascertain whether manipulation of the bioproduct and the biodegradable film followed
the Good Handling Practices according to the Brazilian Pharmacopoeia Fifth edition of
2010. The characterization tests presented satisfactory results, the film was
homogeneous, continuous and handy, besides being insoluble in water and with water
absorption capacity when in contact with humid environment. With the result of the
antimicrobial activity test of the microdilution of the crude extract presented MIC
between 3.12 mg / mL and 6.25 mg / mL. And for the agar diffusion test of the
incorporated films, inhibition halos between 16.5 mm and 20 mm were obtained. Thus,
it can be stated that the collagen film is effective as a base for the incorporation of
extracts, as it does not hinder its diffusion in the medium. According to the results of
the Quality Control tests of the Platonia insignis lyophilized extract and the collagen
powder film incorporated with Platonia insignis extract, there was a lack of
microorganisms demonstrating the correct handling of bioproducts, extract and
embedded film with the extract. According to the results, it was possible to observe
that the collagen films presented satisfactory characteristics for the proposed purpose,
as evidencing an antimicrobial activity, quality control within pharmacopoeial standards
and feasible characteristics for its application.

Key-words: Antimicrobial activity; Biodegradable film; Vegetable extract; Collagen
powder.
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1 INTRODUGCAO

A utilizacdo de produtos naturais, particularmente da flora, com fins
medicinais, nasceu com a humanidade. Indicios do uso de plantas medicinais e
téxicas foram encontrados nas civilizagées mais antigas, sendo considerada uma das
praticas mais remotas utilizadas pelo homem para cura, prevencéo e tratamento de
doencgas, servindo como importante fonte de compostos biologicamente ativos
(FIRMO,2012).

Nos paises em desenvolvimento as doengas estdo relacionadas com a falta
de saneamento basico, desnutricido e dificuldade de acesso aos medicamentos. Neste
contexto e decorrente do uso etnomedicinal, a fitoterapia € amplamente praticada
(MICHELIN,2005).

Com a evolugdo da quimica moderna e desenvolvimento industrial, os
principios ativos de muitas plantas com caracteristicas terapéuticas, puderam ser
delas extraidos, isolados e refinados, sendo posteriormente até formulados
sinteticamente em laboratério. Tudo com o propdsito de atender a demanda
populacional de medicamentos sempre crescente em todo o mundo
(FERREIRA,2006).

A partir de 1940, ocorreu a introdugdo macica de novos farmacos, que
trouxeram a populacdo possibilidade de cura para enfermidades até entido fatais,
sobretudo no campo de doencas infecciosas. A “falta de informagéo”, sobre 0 uso
racional de medicamentos, e a promog¢ao farmacéutica distorcida e desenfreada levou
a varios problemas, dentre os quais tem-se: escolha inadequada de medicamentos,
exposicoes indevidas a reacOes adversas que podem ser fatais, aumento da
automedicagao e aumento da resisténcia bacteriana (DE MELO,2006).

A resisténcia a drogas de patégenos humanos e animais € um dos casos mais
bem documentados de evolugdo biolégica e um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. Estudos relatam o perigo do retorno a uma
era pré-antibiético, particularmente considerando que nenhuma nova classe de
antibiético foi descoberta nos ultimos anos, apesar das intensas pesquisas das
industrias farmacéuticas. Em vista do presente cenéario, a busca por novas
substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais, incluindo plantas, tem ganho
importancia nas companhias farmacéuticas (DUARTE,2006).
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Platonia insignis Mart. € uma espécie frutifera e madeireira, tem origem na
Amazbnia Oriental Brasileira, no Estado do Par4 e € encontrada em todos os estados
da Regiao Norte do Brasil e no Mato Grosso, Maranhao e Piaui. O bacuri é o fruto da
espécie Platonia insignis Mart. pertencente a familia Clusiaceae, subfamilia
Clusioideae e ao género Platonia (DOS SANTOS,2013).

As principais classes de compostos encontrados na familia Clusiaceae sao
xantonas, cumarinas, biflavonoides e benzofenonas, produzidos pelas plantas
principalmente como mecanismo de defesa. As benzofenonas das plantas da familia
Clusiaceae possuem propriedades incluindo anti-inflamatérios, antimicrobianos, e
efeitos citotéxicos (ACUNA et al., 2009).

Com o aumento do descarte inadequado de filmes formados por polimeros,
h& uma crescente preocupagdo mundial com a geragdo de residuos industriais e,
consequentemente com a busca de matérias primas naturais biodegradaveis, que
venham substituir ou reduzir a utilizacdo de embalagens plasticas sintéticas
(CORREA,2016). Entre os materiais biodegradaveis e com potencial para formacéo
de filmes estdo as matérias primas de origem biologica, como proteinas, lipidios e
polissacarideos (HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

Os filmes desenvolvidos com base em biopolimeros naturais, como 0s
polissacarideos e as proteinas, apresentam promissoras caracteristicas, como existir
em abundancia de fonte renovavel, ser economicamente viavel, capaz de formar uma
matriz continua e, com propriedades como barreira a gases, capacidade de redugéo
da perda de agua, manutencao da cor e da firmeza (ASSIS; FORATO e BRITTO,
2008).

O colageno € o principal componente de tracdo do aparelho
musculoesquelético, com capacidade de formar fibras com alta resisténcia elastica.
Esta molécula compreende a maior parte da matéria organica da pele, tenddes, 0ssos
e dentes, desempenhando um papel estrutural nos tecidos. O colageno tem aplicacao
na engenharia de tecidos artificiais, por apresentar a fungédo de orientar tecidos em
desenvolvimento, sendo favoravel a sua utilizagcdo como biomaterial. (VULCANI e
PLEPIS, 2006; LEE et al., 2001).

Atualmente é utilizado na forma de membranas, tubos, poés, esponjas e
solugdes injetaveis. Como membrana, tém sido aplicados na substituicdo de tecido
natural como cérnea artificial, ligamentos e em enxertos vasculares e processos
cicatriciais (REZENDE, NETO, 2011).



14

Os biomateriais criados a partir do colageno representam uma alternativa
terapéutica com aplicacao variada na area médica e odontoldgica, ja que apresenta
grande biocompatibilidade e capacidade de promover a cura de feridas (OLIVEIRA
and ROCHA, 2010).

Os curativos sdo uma forma de tratamento das feridas cutaneas e sua escolha
depende de fatores intrinsecos e extrinsecos. Os recursos financeiros do paciente
e/ou da unidade de saude, a necessidade de continuidade da utilizacao do curativo,
inclusive com visitas domiciliares, e a avaliagao de beneficios e custos sao alguns dos
aspectos a serem considerados no momento da escolha do tipo de curativo, que
devem ser adequados a natureza, a localizagdo e ao tamanho da ferida
(FRANCO,2008).

A criacao do biofilme de colageno em pd, pode ser justificativa pela facilidade
de descarte do mesmo, visto que se trata de um biomaterial que n&o agride o meio
ambiente, além de apresenta facilidade na obtengédo dos componentes da formulagéo,
possuir atividade antimicrobiana, além da matéria-prima apresentar caracteristicas
cicatrizantes, espera-se também que este biofilme diminua o contato da ferida com o
ambiente externo, servindo de barreira e evitando a contaminagdo da mesma. Dessa
forma, € de suma importancia estudos que comprovem a qualidade do produto criado,
além dos estudos preliminares que confirmem a veracidade dos dados da literatura.

Pensando em aliar o bem estar do paciente e 0 acesso deste aos produtos de
saude, o mercado produtor tem cada vez mais criado e incentivado inovagbes que
englobem tanto o uso de produtos que ndo agridam o meio ambiente, quanto produtos
de facil acesso a populacao. Dessa forma, inUmeras alternativas tém sido criadas para
o tratamento de doencas que possuam um alto valor agregado ao tratamento, como

por exemplo, feridas crénicas e infeccionadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DA ESPECIE VEGETAL

O Bacuri pertence a familia botanica Clusiaceae, subfamilia Clusioideae e ao
género Platonia, que € um monotipo, engloba aproximadamente 1000 espécies
subordinadas a 47 géneros, dispersos em regides tropicais, subtropicais e temperadas
no mundo. Em nove desses géneros, cerca de 90 espécies sao de plantas envolvendo
arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econdmico pela produgédo de frutos
comestiveis, madeiras nobres, derivados quimicos de interesse farmacéutico e
industrial (BRUMMIT, 1992; JOLY, 1993; YAACOB e TINDALL, 1995; BARROSO et
al., 2002).

Platonia insignis tem sido considerado como a unica espécie do género
Platonia, mais conhecida como bacurizeiro. As sementes sdo aproveitadas na
fabricacdo do o6leo de bacuri, esse 6leo € popularmente utilizado no tratamento de
doencas de pele e como cicatrizante de ferimentos em animais. Esse género &
descrito como muito rico em substancias naturais como xantonas (euxantonas),
acidos graxos, e triglicerideos (CLEMENT e VENTURIERI, 1990; CAVALCANTE,
1996).

Os frutos do Bacuri sdo bastante consumidos no norte do Brasil. A ocorréncia
de bacurizeiros na regido norte do Pais abrangendo os estados do Para, Maranhao e
Piaui, os frutos possuem valor para agroindustrias e exportacao de polpa (no pais e
no exterior), gerando renda, emprego e uma nova alternativa econémica (LIMA, 2007).

A investigacao dos extratos e compostos de P. insignis sao baseadas no uso
popular. Estudos farmacolégicos ja realizados com essa planta apontam fonte
promissora para elaboracdo de possiveis fitomedicamentos com atividade
cicatrizante, anti-inflamatoéria, anticonvulsivante, antimicrobiana, citotdéxica e
antioxidante e diversas doencas como céancer, Alzheimer e Parkinson (SANTOS
JUNIOR et al., 2010).
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2.2 BIOFILMES

Filmes biodegradaveis ou biofilmes sao produzidos a partir de compostos
macromoleculares de obtencdo biolégica e requerem, no minimo, 0 uso de um
material capaz de formar uma matriz com estrutura continua e com interagdes entre
suas moléculas (BIERHALZ, 2010).

A escolha do material a ser utilizado para produgéo dos biofilmes depende
diretamente da natureza do produto, propriedades fisicas, funcéo e da aplicabilidade.
Entre as principais matérias-primas para a elaboracao de filmes biodegradaveis estao
as proteinas, lipidios e os polissacarideos (WOLF, 2007).

Filmes produzidos a partir da matéria prima proteica apresentam propriedades
fisicas que influenciam na forca de deformagcdo de ruptura, estando diretamente
ligadas ao pH da solucao filmogénica produzida (SCHLLEMER, 2013).

Filmes biodegradaveis feitos apenas com solucbes ou dispersées de
proteinas, sem qualquer aditivo, tendem a ser quebradigos e dificeis de manusear. A
adicao De plasticizantes € uma alternativa para aumentar a flexibilidade dos filmes,
devido a habilidade destes em reduzir pontes de hidrogénio internas entre as cadeias
poliméricas, reduzindo as forcas de atracao inter e intramoleculares da proteina e ao
mesmo tempo aumentando o espaco intermolecular entre as cadeias poliméricas
(SCHROOQOYEN et al., 2001). Diversas substancias sédo utilizadas como plastificantes,
exemplo, glicerol, sorbitol, proprilenoglicol, etilenoglicol dentre outros.

A técnica casting, util por formar filmes nédo fixos, € baseada em métodos
desenvolvidos para filmes ndo comestiveis e por isso representa um menor
investimento em pesquisas, além de ser a mais utilizada para analisar as propriedades
filmogénicas dos biomateriais. Ela consiste na aplicacdo da solugdo formadora de
filme em moldes, permitindo o controle da espessura dos filmes através da quantidade
de matéria seca depositada nos suportes (GONTARD, 1994).

2.3 COLAGENO

O colageno representa cerca de 30% da proteina existente no organismo de
vertebrados e esta presente em tecidos que possuem funcdo mecanica, como parte
constituinte de peles, tendbes, ossos, dentes, vasos sanguineos, intestinos e
cartilagens (NIMNI et al., 1987; FORTI, GOISSIS e PLEPIS, 2006).
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Além de desempenhar importante papel na estrutura dos tecidos, o colageno
€ capaz de orientar a formacéao de tecidos em desenvolvimento (WILLIAM, 1987), fato
altamente favoravel na sua utilizagcdo como biomaterial (SILVER e DOILLON, 1989).

Em um mesmo animal é possivel encontrar colagenos geneticamente
distintos. Muitos deles tém sido caracterizados bioquimicamente, observando que
cada tipo de tecido contém uma composicao especifica de coldgeno (BANDMAN,
1994).

O colageno tipo | pode ser utilizado como biomaterial pela sua excelente
biocompatibilidade, devido as suas caracteristicas de baixa toxicidade e
imunogenicidade (MEADE e SILVER, 1990). Outra vantagem do colageno como
biomaterial € que este polimero possui estrutura, propriedades fisicas, quimicas e
imunoldgicas bem elucidadas. Também pode ser rapidamente isolado e purificado em
grandes quantidades (HAO, LIN e SHEU, 1997).

A forma de apresentacdo do colageno pode ser como fibras ou pé, sendo
insoluvel em agua devido a grande concentragdo de aminoacidos hidrofébicos
contidos no interior da proteina (SILVA e PENNA, 2012). A permeabilidade do vapor
de 4gua no colageno bovino, por sua vez, € menor devido a presenca de lipidios.

Os biofilmes a base de colageno sdao amplamente aplicados em envoltérios
de embutidos carneos, com intuito de melhorar a preservagdo do produto (WOLF,
2007).

2.4 CURATIVOS

O estudo e tratamento de feridas vém sendo realizados desde o antigo Egito.
Naquele tempo, as bordas da ferida limpa eram unidas com fita adesiva ou pontos e
um pedaco de carne era colocado sobre a lesdao. Pomadas a base de camomila e mel
eram também utilizadas e suas propriedades antibacterianas e anti-sépticas foram
mais tarde elucidadas. Assim, curativos e unglentos ou pomadas vém sendo
utilizados com sucesso ao longo da histéria e o advento da teoria dos germes, que
revolucionou a medicina, trouxe impactos significativos na cirurgia e no tratamento de
feridas (PIRES,2013).

O principal objetivo no tratamento de feridas cutaneas superficiais ou de
espessura parcial € a reducéo do tempo de restauracao. Além disso, o curativo ideal
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para aplicacdo em area doadora deve causar pouca ou henhuma dor e gerar conforto
para o paciente, reduzir infeccdo e o extravasamento de exsudato e resultar na

formagao minima de cicatrizes, além de ser barato e facil de usar (PINTO,2017).

Curativos com base em colageno sao praticos e facilmente aplicados devido
a sua estrutura simples e relativa uniformidade, além de ampla disponibilidade
(PINTO,2017). Os curativos devem também apresentar boa resisténcia mecanica,
facilidade de aplicacdo e remocado, além de manter boa flexibilidade durante o
processo de cicatrizacdo (PIRES,2013).

Atualmente, esforcos estao voltados para a utilizacdo de materiais de origem
bioldgica que, geralmente, sdo capazes de acelerar o processo de cura em niveis
moleculares e celulares (JAYAKUMAR et al., 2011). Os polimeros naturais vém sendo
avaliados por promover a cicatrizagao e regeneracao de tecidos, uma vez que sao
capazes de manter um microambiente controlado no local da lesdo. O emprego de
biopolimeros com diferentes propriedades mecanicas, fisicas e bioldgicas possui
grandes vantagens, tais como: biocompatibilidade e biodegradabilidade (COSTACHE
et al.,, 2010; DANTAS et al., 2011)

2.5 PROPRIEDADES DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

2.5.1 Solubilidade

A solubilidade em agua é uma propriedade importante dos filmes
biodegradaveis no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicacées requerem
insolubilidade em agua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO;
KROCHTA,2001).

A obtencao de filmes com boas propriedades de barreira ao vapor de agua,
isto é, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de umidade relativa,
implica na utilizacdo de um material de baixa solubilidade em agua, ou seja, de carater
mais hidrofébico (SAMENTO, 1999).
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2.5.2 Teste de Intumescimento

O indice de intumescimento tem sido aplicado com um método gravimétrico
de caracteristica fisica, baseado na determinacao da capacidade de absor¢ao de agua
por um material ou na capacidade de absorcao de umidade. O intumescimento de um
determinado material pode ainda ser definido como o umedecimento de sua superficie
com posterior hidratagdo de suas moléculas, ocorrendo uma lenta desagregacéao
molecular, ficando o material intumescido (BIERHALZ, 2010).

Um polimero com capacidade de intumescimento, ao entrar em contato com
a agua, apresenta alteracéo do seu estado configuracional rigido ou semirrigido para
um estado maleavel (LOPES; LOBO e COSTA, 2005). As modificacbes na matriz
polimérica decorrentes desse processo influenciam na difusividade de gases ou
liquidos pelo do filme (BIERHALZ,2010).

2.5.3 Permeabilidade ao vapor d’agua

O transporte de um gas ou vapor através de uma membrana pode ocorrer por
dois mecanismos: difusao ativa e difusao capilar. A difusdo capilar esta mais presente
em materiais porosos ou com imperfeicdes, enquanto que a difusao ativa envolve
solubilizagé&o do gas penetrante, sua difusdo e finalmente sua libera¢do no lado oposto
do filme. Desta forma, na auséncia de imperfei¢cdes, quebras, furos ou outras falhas,
0 mecanismo primario para o fluxo de gas ou vapor através de um filme ou cobertura
comestivel é a difusdo ativa. Se o gas € insoluvel no filme e ja o penetrou, o
mecanismo predominante é o fluxo capilar (WOLF, 2007).

A permeabilidade ao vapor de agua é usualmente medida pelo método
gravimétrico. Um filme é selado na abertura superior de um recipiente contendo um
dessecante, e entao, o recipiente é colocado numa camara a temperatura e umidade
relativa (UR) constantes (ASTM, 1989). O dessecante mantém a UR ambiente baixa
e constante (usualmente 0% UR) dentro do recipiente (DONHOWE; FENNEMA,
1994). A célula teste contém agua destilada ou solucédo saturada de sal. Pesagens
periédicas determinam a taxa de transmissao de agua através do filme. As pesagens
devem ser realizadas ap6s a taxa constante de transporte de umidade ser alcangada
no interior da cadmara. Oito pesagens geralmente sdo suficientes (ASTM, 1989).
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A permeabilidade aos vapores de agua pelos filmes é fortemente dependente
da umidade relativa e da temperatura em que estao acondicionados, ou seja, quanto
maior a umidade relativa e a temperatura, maior € a permeabilidade e a absorgéo,
devido ao inchamento da matriz polimérica que leva ao incremento na difusdo das
moléculas de dgua (MOORE et al., 2006). A absorcao de agua pelos filmes também
é altamente influenciada por esses fatores (SOUZA e ANDRADE, 2000).

2.6 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO

A qualidade microbiolégica nao sé de fitoterapicos, mas de medicamentos e
cosméticos € definida por padrdes microbianos descritos em compéndios oficiais e
normas regulamentadoras. Limites maximos de presenga de microrganismos no
produto e dentre esses, auséncias de patdgenos estao estipulados (FREITAS, 2007;
CARVALHO et al., 2004).

A necessidade do controle microbioldégico desses produtos € importante,
devido, principalmente, a seguranga, eficacia e aceitabilidade desses produtos. A
falha nas medidas preventivas e de controle do processo de fabricacao pode levar ao
comprometimento do desempenho do produto devido a quebra da estabilidade da
formulacédo, a alteracdo das caracteristicas fisicas (cor, viscosidade) e quimicas
(inativacédo do principio ativo) do produto (NASCIMENTO et al., 2005; CARVALHO et
al., 2004), com graves consequéncias a saude do consumidor, pelo uso de produtos
em desacordo com suas caracteristicas de qualidade estabelecidas, ocasionando
danos aos pacientes (SIMOES et al., 2004; CARVALHO et al., 2004).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
e Desenvolver filme biodegradavel a base de Colageno em p6 para aplicagoes
em feridas, incorporados com extratos naturais que possuam atividade

antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obter o extrato bruto (EB) das folhas da espécie vegetal Platonia insignis
Mart.
o Desenvolver um filme a base de colageno em pé incorporado com extrato

de Platonia insignis Mart.

. Realizar a caracterizagéo do filme biodegradavel de colageno em pé

o Averiguar a atividade antimicrobiana do extrato liofilizado de Platonia
insignis Mart.

. Fazer Triagem de atividade antimicrobiana do filme biodegradavel de
colageno em pd incorporado com extrato liofilizado de Platonia insignis
através do Teste de Difusdo em Agar.

. Avaliar o controle microbiologico do extrato de Platonia insignis e filme
biodegradavel pronto.
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4 METODOLOGIA DA PESQUISA
4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DE MATERIAL BOTANICO

As folhas da espécie vegetal foram coletadas manualmente na area urbana
do municipio de Sao Luis, Maranh&o — Brasil. A coleta foi realizada no més de outubro
de 2015 entre o horario de 6:00 e 7:00 da manhda. A amostra da planta foi
encaminhada ao Herbario Atico Seabra da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal do Maranhao (UFMA) para ser identificada e catalogada sob o numero de
registro 01084.

4.2 OBTENGCAO DO EXTRATO LIOFILIZADO

Para obtencdo do extrato liofilizado seguiu-se a metodologia descrita por
Valério (2014) com modificagdes. As folhas coletadas foram submetidas a secagem
em temperatura de 28 °C até as mesmas se apresentarem bem secas e quebradicgas.
Em seguida, as mesmas foram trituradas e colocadas em frasco de maceracéo, onde
foi adicionado alcool etilico 70% na propor¢ao de 1:3, sendo o solvente trocado a cada
24h por um periodo de 3 dias e protegido da luz. Ao fim deste processo, o extrato foi

rotoevaporado e liofilizado.

4.3 PRODUCAO DO FILME BIODEGRADAVEL E INCORPORAGAO DO
EXTRATO

O p6é de colageno foi fornecido pela empresa NOVAPROM FOOD
INGREDIENTS Ltda, situada na cidade de Guaicgara, interior do estado de Sao Paulo.
Para producdao da membrana biodegradavel, inicialmente, foram adicionadas
no béquer a proporcao de 2% de pd de Colageno, 100 mililitros de agua destilada e
1,5 ml de acido acético glacial. Esta solucao foi deixada hidratando por 24 horas em
temperatura ambiente para que houvesse um aumento da solubilidade do pé do
colageno na agua.
Apés esse periodo, foi adicionado o equivalente a 1,5 gramas de plastificante
(glicerol / propilenoglicol / glicerina) e a solugéo final foi levada ao bico de Bunsen para
gue a acao de altas temperaturas (95°C) formasse uma solugao translicida, que entao
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indica que o gelatinizado esta formado. Durante a realizagdo dos testes, as variaveis
como, plastificantes e acido acético glacial PA foram modificadas a fim de encontrar a
formulagdo mais adequada.

Para a incorporagédo do extrato realizou-se os célculos para identificagdo da
concentracao de extrato que deveria ser incorporado na solugdo, onde se obteve a
concentracao de 18.75% do extrato em relacdo a massa de colageno utilizada.

Este calculo foi baseado na Concentragao Inibitéria Minima do extrato, pela
area do filme formado e pela area dos discos do filme que seréo utilizados no teste de
atividade antimicrobiana.

Apo6s a solugéo filmogénica formada e com a temperatura em 25 °C adicionou-
se o extrato para posteriormente, a solugcéo ser vertida em placas de petri, de acordo
com a técnica de Casting (YANG & PAULSON, 2000) e deixadas na estufa a 40° para
secagem e evaporacao do solvente, tendo o filme formado depois de 48 a 72 horas

na estufa.

Figura 1: Processos para elaboracao dos filmes

Solucgao . _
. c;: . F———> Aquecimento ——=>| Incorporacao do Extrato
Filmogénica
Secagem em Estufa — Retirada dos Filmes F——> Armazenamento

Fonte: Autor (2018)

4.4 CARACTERIZACAO DO FILME BIODEGRADAVEL
4.4.1 Andlise Macroscopica

As membranas foram submetidas a analises macroscopicas sendo
observadas as seguintes caracteristicas: continuidade (auséncia de rupturas e
fraturas ap6s a secagem), homogeneidade (auséncia de particulas insolUveis ou
visiveis ao olho nu, zonas de opacidade ou de cores diferenciadas), manuseabilidade
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(possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura) e capacidade de formacao
de uma pelicula continua (MONTERREY & SOBRAL, 2000).

As membranas foram classificadas de acordo com escores sendo atribuida
(+1) como caracteristica deficiente, (+2) adequada e (+3) excelente

4.4.2 Solubilidade

Os testes de solubilidade dos filmes foram realizados segundo a metodologia
proposta por Gontard et al. (1992) modificada pelo autor.

Trés discos da amostra de filme, com 10 cm de didmetro, previamente
pesados, foram imersos em 50 mL de dagua destilada e mantidos por 24 horas sob
agitacao constante e lenta, apos o qual, foi determinado o conteudo de matéria seca
nao solubilizada por secagem a 105 °C por 24 horas. A solubilidade foi calculada
conforme a Equacao 1:

%MS= (mi- mf) x 100

mi

Onde:
%MS: porcentagem de material solubilizado.
mi: massa inicial da amostra.

mf: massa final da amostra

4.4.3 Gramatura

A gramatura foi determinada segundo Sobral (2001) pela pesagem de uma
area definida do filme em balanca analitica utilizando-se a equacao 2.

G =10000- p/a
Onde:
G: gramatura (g/m?);
P: peso do filme (g);
A: area do filme (cm?).
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444 Teste de Intumescimento

A Capacidade de absorcao de agua foi determinada com base na norma
ABNT NBR NM ISO 535:1999 (ABNT, 1999). Amostras de filme de 10 x 10 mm,
previamente pesadas, foram submersas em 100 mL de 4gua destilada a temperatura
de 21 °C pelos tempos de 1, 15, 30, 45 e 60 minutos, apds os periodos de tempo, 0
excesso de agua sera retirado, com auxilio de papel toalha, e a massa final medida.
A capacidade de absor¢do de agua de cada filme sera determinada através da
Equacéo 3.

CAA= mf-mi .100
mi
Onde:
CAA: capacidade de absorgédo de agua da amostra (%);
Mi: massa inicial da amostra (g);
Mf: massa final da amostra ap6s a secagem (g).

445 Permeabilidade ao Vapor d’agua

A permeabilidade foi determinada gravimetricamente segundo teste da ASTM
E96-00, modificado por GONTARD et al., (1992). O filme foi colocado em célula
contendo silica gel (UR = 0%; 0 mm Hg pressdo de vapor), constituindo uma
membrana. A célula entdo foi colocada dentro de um dessecador contendo agua
destilada (UR = 100%; 32,23 mm Hg pressao de vapor), em sala climatizada a 25 °C.
A célula foi entdo pesada em balanca analitica a cada 24 horas. A permeabilidade

sera calculada através da Equacéao 4:
Pv=G.V/AT. (p1 —-p2)

Em que:

Pv = permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm/m2.dia.mmHg);

G = peso ganho pela célula durante 24 horas (g);

V = espessura média do filme (mm);

A= superficie de permeacao do filme (m?);

T = tempo (dias);

p1 - p2 = gradiente de presséo de vapor entre as superficies do filme (32,23 mmHg).
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4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO EXTRATO LIOFILIZADO DE
P.insignis E DOS FILMES INCORPORADOS COM O EXTRATO

4.5.1 Selecao dos Microrganismos

Foram utilizados os microrganismos presentes no estoque do Laboratério de
Microbiologia Clinica da Universidade Federal do Maranhdo, serdo utilizados
microrganismos padrao ATCC (ATCC - American Type Culture Collection):

v Bactérias Gram-positivas - Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

v Bactérias Gram-negativas - Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27883) e
Escherichia coli (ATCC 25922)

v Levedura — Candida albicans (ATCC 90028)

4.5.2 Preparo das suspensoes bacterianas

Os microrganismos foram reativados a partir das suas culturas originais e
mantidos em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24horas.
Posteriormente, as amostras vao ser cultivadas em placas de Agar Nutriente a 37°C
por 24 horas para bactérias e 48 horas para fungo. Colbnias isoladas foram
ressuspendidas em 2 mL de solucéo fisioldégica (NaCl 0.9 %) estéril até atingir uma
turbidez equivalente a 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).

4.5.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima do Extrato Bruto

A determinacgéo da CIM sera feita através da técnica de microdiluigdo segundo
a metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013). As placas de 96 pogos estéreis serdo preparadas com 150uL
de caldo BHI e 150uL do produto a ser testado seguido de diluicbes seriadas, cada
inbcuo de bactéria sera transferido para os pocos e levados a estufa a 35°c por
24horas, apds o periodo de incubacdo sera adicionado o revelador de crescimento
microbiano resazurina a 0,1% e realizada a leitura ap6s 4horas de incubacao
(Palomino et al., 2002; Araujo; Longo, 2016; Estevam et al., 2016). A CIM serd a menor

concentragcado da solugdo onde nao houve crescimento bacteriano visivel.
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4.5.4 Determinagao da Concentragdo Bactericida Minima do Extrato Bruto

Serao utilizadas as placas incubadas para determinacao da CIM em meio
liquido para determinagdo da CBM. Uma algada de cada pogo sera inoculada em
placas de Agar Mieller Hinton e posteriormente incubadas em ambiente & 35°C por
24h. As CBM'’s serdo consideradas para a menor concentragao da solu¢ao onde nao
houve crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9% de morte

microbiana).

45.5 Teste de Difusdo em agar do Biofilme incorporado com extrato liofilizado de
Platonia insignis Mart.

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando a metodologia
de difusdo em disco descrita por Bauer et al. (1966) modificado. Assim, foram ser
feitos discos de 13 mm de didmetro do filme testado. Os discos serdo depositados
sobre a superficie do meio semeado com as suspensdes microbianas padronizadas
de acordo com a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mcfarland, em placas
de Petri. As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas para bactérias e 48 horas
para a levedura. Apéds o periodo de incubagédo realizou-se a leitura dos resultados,
pela medigdo do didmetro do halo de inibigdo formado em volta do disco. Os testes

foram realizados em triplicata.
4.6 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO

O Controle de qualidade microbioldgico foi avaliado pela Técnica de Tubos
Multiplos seguindo a metodologia preconizada pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010). Os produtos foram diluidos na proporcao 10!, 102 e 103 em solugdo NaCl
0.90% e posteriormente retirou-se 1.000uL de cada diluicao e adicionou-se em tubos
contendo 9 mL de caldo Lauryl (Merck®), caldo Verde brilhante (Coliformes totais)
(Himedia®) e caldo Escherichia coli (caldo EC) (Coliformes termotolerantes)
(Himedia®) respectivamente.

Para a contagem de microrganismos heterotréficos foi realizada a técnica de
Plagueamento em Profundidade (“Pour Plate”), sendo inoculado 1.000uL de cada
diluicdo (10!, 102 e 10-%) em meio PCA (Plate Count Agar) (Himedia®).
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Para a verificagdo de crescimento fungico utilizou-se a técnica de
Plagueamento em Superficie (“Spread Plate”), onde foi inoculado 100uL de cada
diluicdo (10", 102 e 10-3) em meio Sabouraud (Merck®) e posterior espalhamento com
alca de Dringalski na superficie do meio. As placas de PCA foram encubadas em
estufa bacteriolégica 35°C 24 horas e as placas Sabouraud por até 48 horas.

Os tubos contendo caldo Verde brilhante foram incubados em banho-maria SI
150 (Solab®) temperatura controlada de 37°C por 24 horas, os tubos contendo caldo
EC incubados em banho-maria a 44,5°C 24 horas e posterior leitura com 48horas. Os
tubos contendo caldo Lauryl foram incubados em estufa bacteriolégica a 35°C por
24horas. A positividade do teste é considerada pela presenca de turvacao e formacao
de bolhas (gas) dentro do tubo de Durham presente no interior do tubo contendo o

meio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a Equacéo 5:

e =—5 %100

N P folhas

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); P.ext. = Peso do extrato seco(g);
Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (g) (Rodrigues et al., 2011).

Rendimento do extrato das folhas de Platonia insignis: A partir de 112g de
folhas secas e moidas, rendeu 11g de extrato liofilizado, apresentando rendimento
final de 9,82%.

5.2 PRODUCAO DOS BIOFILMES E INCORPORACAO DO EXTRATO
LIOFILIZADO DE Platonia insignis MART.

Para a produgdo dos Biofilmes foram testadas algumas modificagbes nas
matrizes utilizadas. Produziu-se filmes com a presencga/ou auséncia de acido acético
glacial PA, glicerol/propilenoglicol/glicerina. Tendo seus resultados expostos na

tabelal.

Tabela1: Comparacgéo dos filmes quanto a presenca de acido e ao tipo de plastificante

. . L . . Probil licol Glicerina+
Glicerol Glicerol+acido  Propilenoglicol ropiienoglicol+ o
L acido
acido
Formacao Formagcéo de Formacgéo de filme Filme fino,
Formacao de - ,
de filme filme liso, rigido, de cor manuseavel,
] ) i filme rigido e .
Colageno  asperoe manuseavel e ) escura e com porem com
quebradico . -
quebradico transllcido rugosidades em facilidade de
sua superficie rompimento

Fonte: Autor (2018)

Diante de todos as formulacdes, o filme escolhido para dar continuagao nos
testes foi o de Colageno a 2%, glicerol e acido acético glacial, pois foi o que
apresentou, dentre os outros, caracteristicas mais viaveis para a produgéo do Filme.
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O ajustador de pH deve ser utilizado, principalmente em filmes a base de
proteinas, por atuar na solubilidade dos mesmos. O ajustador de pH faz com que as
proteinas permanegam soluveis, permitindo, portanto, a geleificacdo. Normalmente,
em caso de proteinas utiliza-se o acido acético glacial como ajustador de pH da
solugéo e solubilizado do colageno em pé (WOLF, KLEBER, 2007).

Filmes biodegradaveis feitos apenas com solucbes ou dispersdoes de
proteinas, sem qualquer aditivo, tendem a ser quebradigos e dificeis de manusear. A
adicdo de plasticizantes é uma alternativa para aumentar a flexibilidade dos filmes
(SCHROOQYEN et al., 2001).

Em estudos onde 4 tipos de plasticizantes (glicerol, propilenoglicol,
etilenoglicol e dietilenoglicol) foram utilizados em filmes de gelatina, o glicerol mostrou-
se de maneira geral, maior efeito e eficiéncia plasticizante (WOLF, KLEBER, 2007).

De acordo com os resultados da CIM, para que os discos de filme inibam o
crescimento dos microrganismos € necessario a incorporacdao de 375 mg de extrato
na solucgéo filmogénica, o que corresponde a 18.75 % de extrato em relacdo a massa

do colageno utilizado.

5.3 TESTES DE CARACTERIZACAO

5.3.1 Analise Macroscopica

Os Filmes feitos a partir do colageno a 2%, glicerol e acido acético glacial
apresentou melhor maneabilidade, forca de tragao, continuidade e homogeneidade,
quando comparados com as outras formulagdes para producdo dos filmes, o que esta
contido na tabela 2.

Tabela 2: Analise Subjetiva Dos Biofilmes

Formulacao Homogeneidade Continuidade Manuseabilidade
Colageno+ glicerol + acido 3 3 3
Colageno+
2 2 1

Propilenoglicol+ acido

Colageno+glicerol 2 2 1

Colageno+propilenoglicol 1 1 1

Legenda: 1 - deficiente, 2 — boa, 3 — excelente.
Fonte: Autor (2018)
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Figura 2: Filme Base de Colageno em p6 adicionado de Glicerol e Acido acético glacial (a), Filme de

Coladgeno com propilenoglicol sem adicdo de acido acético glacial (b), Filme de Colageno com

propilenoglicol e &cido acético glacial (c).

Fonte: Autor (2018)

Filmes biodegradaveis feitos apenas com solugbes ou dispersées de
proteinas, sem qualquer aditivo, tendem a ser quebradicos e dificeis de manusear. A
adicdo de plasticizantes é uma alternativa para aumentar a flexibilidade dos filmes,
devido a habilidade destes em reduzir pontes de hidrogénio internas entre as cadeias
poliméricas, reduzindo as forgas de atragao inter e intramoleculares da proteina e ao
mesmo tempo aumentando o espaco intermolecular entre as cadeias poliméricas e
diminuindo a temperatura de transigao vitrea (BANKER, 1966). Com isso, ocorre um
aumento da resisténcia mecanica do filme e diminuicao de possiveis descontinuidades
e zonas quebradicas.

Um outro composto que pode ser encontrado na formulagéo de biofilmes € o
ajustador de pH, o qual deve ser utilizado, principalmente, em filmes a base de
proteinas, por atuar diretamente na solubilidade das mesmas. O ajustador de pH faz
com que as proteinas permanegam solUveis (distantes de seus pontos isoelétricos),
permitindo, portanto, sua geleificacdo. Normalmente, nos casos das proteinas, usa-se
0 acido acético glacial como tal componente.

Dessa forma, os biofilmes com 2% de colageno mais adi¢cao do glicerol e acido
acético, foi a formulagdo de escolha, pois apresentou vantagem frente as outras
formulagbes, pois foi 0 que apresentou continuidade, manuseabilidade e
homogeneidade superior as outras formulagdes testadas.
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5.3.2 Solubilidade

A solubilidade em agua e o intumescimento pelo contato direto com agua
liqguida s@o propriedades importantes dos filmes biodegradaveis, uma vez que para
varias aplicacoes é necessario conhecer a resisténcia do material a agua.

O filme biodegradavel apresentou-se integro ap6s as 24 horas imerso em
agua e sob agitacao, o que pode ser explicado pelo fato do colageno em p6 ser uma
substancia parcialmente insoluvel em agua.

O Teste de solubilidade obteve o valor de M% = 2.59%, demonstrando assim,
que o filme apresenta pequena solubilidade em agua, mantendo sua integridade
quando em contato com ambientes umidos.

Filmes com plasticizantes hidrofilicos tendem a apresentar altos valores de
solubilidade. Contudo, os resultados obtidos aqui sao relativamente menores do que
os encontrados por Lee et al. (2016), que elaboraram filmes compostos por gelatina e
gelana em presenca de NaCl e plasticizados por glicerol, variando suas proporgdes,
e que apresentaram solubilidade de 30 a 52%. O intumescimento de filmes e a sua
integridade ap6s o teste de solubilidade também sao fatores importantes a serem
observados. Todos os filmes testados permaneceram integros apds as 24 h de
imersdao em agua a que foram submetidos, 0 que indica que a rede protéica se
manteve intacta (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000).

5.3.3 Gramatura

O valor médio para a gramatura do biofilme foi de 235,97 g/m?.

A gramatura de filmes é definida como a massa de uma determinada area do
material e esta se relaciona diretamente a resisténcia mecéanica dos filmes. Maiores
gramaturas oferecem maiores resisténcias mecanicas (OLIVEIRA et.al.,1996).

Como a gramatura é calculada em funcdo de uma area conhecida do material
e seu peso, os valores obtidos de gramatura para o filme biodegradavel, foi superior
a gramatura do plastico PVC, que apresenta valor de 40,95 g/m?, e similar aos filmes
de amido modificado, com valores de gramatura que variam em torno de 200 a 500
g/m? (HENRIQUE et.al,2008). De acordo, com os resultados obtidos no teste e dos
dados da literatura, o filme biodegradavel de colageno em p6 apresenta resisténcia
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mecanica cerca de 5 vezes superior aos filmes de pvc, utilizados como embalagens,

sendo portanto mais resistentes e menos flexiveis que 0 mesmo.

5.3.4 Teste de Intumescimento

O indice de intumescimento esta diretamente relacionado a solubilidade em
agua, sendo um parametro importante para o conhecimento das caracteristicas gerais

de um material, principalmente com relacao a resisténcia deste material a agua.

A capacidade de absorcdo de agua em funcdo do tempo para os filmes

preparados com 2% de Colageno estd demonstrada na tabela 4.

Tabela 3: Resultado do teste de CAA em funcédo do tempo

Tempo(minuto) Peso inicial (g) Peso final (g) %
1 0.0218 0.0317 45.41
15 0.0261 0.0746 185.82
30 0.0240 0.0758 215.83
45 0.0265 0.0983 270.94
60 0.0216 0.0897 315.27

Fonte: Autor(2018)

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que os pesos dos
filmes aumentou em funcéo do tempo. Em geral espera-se que isso aconteca devidos
as caracteristicas do glicerol, pois 0 mesmo apresenta acentuada higroscopicidade.

A absorcao de agua de um curativo deve prevenir a desidratagéo excessiva e
0 acumulo de exsudatos. Desta forma, considera-se que com uma absorcéo de agua
moderada, isto é, em torno de 200 %, os filmes podem absorver o excesso de
exsudatos e ainda manter o ambiente do ferimento Umido o suficiente para ndo se

tornar desconfortavel ao paciente (SHOJAEE et al., 2015).
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5.3.5 Permeabilidade de Vapor d’agua

A natureza hidrofilica das proteinas torna os filmes proteicos uma barreira
minima a umidade. Soma-se a isto a necessidade de incorporacao de plastificantes,
compostos que possuem, também, natureza hidrofilica (BARRETO, 2003). O valor da

taxa de permeabilidade ao vapor d’agua esta expresso na tabela 4.

Tabela 4: Valores expressos de peso ganho da célula, em gramas, e permeabilidade aos vapores de

agua (PVa), em g.mm/m2.dia.mmHg" do filme base.

Amostra do filme Peso ganho (g) PVA(g.mm/m2.dia. mmHg""

Filme base 1.8405 9.31

Fonte: Autor (2018)

A determinagdo da PVA é um método simples e facil de avaliagdo da
permeabilidade de membranas poliméricas quando comparado aos tradicionais
métodos de difusdo. Resultados de WVT oferecem valiosa informacao sobre protecao
oferecida pela membrana em relacao as variagées de umidade do meio (REZENDE
NETO,2011).

De acordo com Matta Junior et al. (2011), as propriedades de barreira dos
filmes dependem da temperatura e da umidade relativa do ambiente, das
caracteristicas do biopolimero e da interacdo entre o polimero e o permeante,
associada a polaridade.

O valor encontrado no teste foi similar ao encontrado por Davanco et.al., com
filmes compostos de gelatina, triacetina, acido estearico ou capréico (1,9+0,4 e
8,3+0,4 g.mm/ m2.dia.KPa) e Fakhouri et al., com filmes a base de amido e gelatina
onde a permeabilidade ao vapor de dgua variou de 4,22 a 5, 53g.mm/m?2.dia.kPa para
os filmes. Para o calculo de PVA é importante a medicdo da espessura do filme
biodegradavel. O valor de espessura para o filme foi de 0.32 mm. Nakashima (2016),
produziu filmes de colageno com adicao de 6leo essencial de cravo da india, obtendo
valores de espessura que variavam de 0.02 mm a 0.04 mm, mesmo padronizando o
volume adicionado nas placas, demonstrando que esses valores sao variaveis, pois
dependem diretamente do volume da solugéo que é adicionado no molde.



35

5.4 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.4.1 Atividade antimicrobiana do extrato liofilizado das folhas de Platonia insignis
Mart. (Concentracdo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida Minima -
CIM e CBM)

O extrato apresentou atividade antimicrobiana frente a todos os microrganismos
testados, com CIM entre 3.12 e 6,25 mg/mL e CBM entre 6,25 e 12,5 mg/mL. A menor
CIM encontrada foi de 3,12 mg/mL para Pseudomononas aeruginosa e Escherichia coli e
6,25mg/mL para Staphylococcus aureus. Para todos o0s microrganismos testados o
extrato apresentou acado bactericida, ou seja, foi capaz de causar morte dos

microrganismos, conforme mostra a tabela 5.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana do extrato bruto liofilizado das folhas de Plafonia insignis Mart.

(Bacuri)
Microrganismo cim’ cBM'
S. aureos ATCC 25923 6.25 6.25
P. aeruginosa ATCC 27853 3.12 12.5
E.coli ATCC 25922 3.12 6.25

(1) CIM e CBM do extrato em mg/mL obtido a partir das folhas de Platonia insignis Mart. a 50mg/mL
Mart. Fonte: Autor (2018)

Segundo Duarte (2006), ha critérios para a classificagdo da atividade
antimicrobiana de extratos de acordo com a Concentracao inibitéria minima, contidos

na tabela 6.

Tabela 6: Classificagdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais.

CIM’S do extrato Resultados
Até 5 mg/mL Inibicdo Alta
Entre 6 e 15 mg/mL Inibicao Moderada

Acima de 16 mg/mL Inibicao Baixa

Fonte: Duarte, 2006
Seguindo esse critério o extrato das folhas de P. insignis apresenta uma
atividade inibitéria de moderada a alta.
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Esse resultado sugere que o extrato hidroetanolico liofilizado de Platonia
insignis Mart possui atividade antimicrobiana tanto para bactérias, gram negativas e
positivas. Sendo esses microrganismos, patogénicos e de interesse clinico, fato
relevante para a escolha do extrato e para a continuidade dos testes.

5.4.2 Atividade Antimicrobiana do Filme Biodegradavel Incorporado com Extrato
liofilizado de Platonia insignis Mart.

A tabela 7 apresenta os halos de inibicdo do crescimento do microrganismo
devido a presenca dos discos de 13 mm de didmetro para os filmes confeccionados e

suas devidas concentracoes.

Tabela 7: Halos de inibicao formados pela presencga de filmes incorporados com extirato de Platonia
insignis Mart. (Bacuri) frente microrganismos de interesse clinico pelo método de difusédo em agar.

Microrganismos P.l. 5% :;:75% **C+ *C-
S. aureus ATCC 25923 0 mm 20mm 36.5mm  Omm
E. coli ATCC 25922 0 mm 19.5 mm 46 mm Omm
P. aeruginosa ATCC 0 mm 20.5 mm 35 mm omm
27853

C. albicans ATCC 90028 0 ™M 16.5mm 27 mm omm

(**) Cloranfenicol 0,02mg/ml e nistatina (100.000 ui); (*) Base do biofiime.; P.l. 5%: Biofilme Bacuri
a5%; P.l. 2 18.75%.
Fonte: Autor (2018).

De acordo com a tabela 7, foi possivel inferir que os filmes biodegradaveis
incorporados com o extrato de Platonia insignis Mart. apresentaram atividade
antimicrobiana frente as cepas testadas na concentragéo de 18.75%.

O filme base também foi testado, porém o mesmo nao apresentou atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos testados, descartando assim, que a base

do filme possua atividade antimicrobiana isolada.
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Como néo existe um padrao sobre o nivel aceitavel para determinar a eficacia
de extratos de plantas utilizou-se como critério para a determinacdo da atividade
antimicrobiana a presenca de halo de inibigdo igual ou superior a dez 10 milimetros
(AL-HEBSHI et al, 2006; OSTROSKY et al, 2008) (Tabela 8).

Tabela 8: Critério de avaliagcao da atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em agar

Diametro(mm) Resultado
Acima de 20 Boa Atividade
Entre 15 e 20 Moderada Atividade
Entre 10 a 15 Baixa Atividade

Auséncia de Halo Inativo

Fonte: AL-HEBSHI et al, 2006; OSTROSKY et al, 2008

De acordo com os critérios definidos na Tabela 8 e os resultados contidos na
tabela 8, os biofilmes apresentaram de moderada atividade a boa atividade frente as
cepas testadas.

Em estudo realizado por Bastos (2015), foi testado o extrato do mesocarpo de
Platonia insignis frente C. albicans obtendo halo de inibicao de 15 mm. Este resultado,
€ muito similar quando comparado ao resultado obtido pelo teste de disco difusdo do
Biofilme onde o halo de inibigdo foi de 16.5 mm.

Souza (2018), realizou testes com extrato etandlico e com a fragdo hexanica
do mesocarpo da Platonia insignis contra bactérias gram positivas e gram negativas.
O teste de susceptibilidade para a avaliacao da atividade antibacteriana, mostrou que
nas concentracoes testadas a Fracdo-Hexanica mostrou atividade inibitéria
significativa contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis na
concentracao de 25,0 ug/mL, e atividade bactericida para Staphylococcus aureus na
concentragéao de 50,0 pg/mL.

Esses dados corroboram com os resultados obtidos durante este estudo e
confirmam a importancia da continuidade dos testes, pois demonstram o potencial
bioldgico contra bactérias patogénicas, servindo de incentivo para se buscar

alternativas que aliem a utilizagao de produtos naturais e a inovacao tecnolégica.
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S. aureus encontrado nas fossas nasais ou na pele de neonatos, criangas e
adultos pode, a partir desses sitios, alcangar outras regides da pele e das mucosas.
Caso as barreiras naturais, isto é, pele e mucosas, estejam compro metidas por
trauma ou cirurgia, o S aureus pode se alojar no tecido e provocar uma lesao local. O
S. aureus é frequentemente isolado de feridas cirurgicas infectadas, que podem
representar focos para desenvolvimento de infeccoes sistémicas (RODRIGUES,
ROBSON,2017).

Em infecgbes hospitalares, pds procedimentos cirargicos, 0s microrganismos
mais frequentemente envolvidos sao Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase-negativos, Pseudomonas sp., Escherichia coli, Enterobacter sp. e Proteus
sp. (KEMPFER et.al.2010). Sendo esses microrganismos patogénicos e de interesse
clinico.

Varios estudos demonstram que Staphylococcus aureus é um dos principais
patdbgenos encontrados em amostras de sangue de pacientes queimados com
bacteremia, com letalidade de aproximadamente 30%.

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria pertencente a ordem
Pseudomonadales e consiste num bacilo gram negativo aerdbico. Sua acdo em
pacientes queimados vai desde pneumonias até bacteremias. As fontes de infeccao
podem ser agua, flores, grades das camas hospitalares, superficie dos balcées e o
préprio colchdo do paciente. Pode ocorrer também transmissao por contato pessoal,
ja que algumas pessoas tém Pseudomonas aeruginosa como microbiota normal. Em
tecidos ndao queimados pode causar lesdes metastaticas, como a ectima gangrenosa.
Este género apresenta grande taxa de resisténcia a antimicrobianos, provavelmente
devido a caracteristicas das porinas da parede celular, que acabam por ejetar o
antibiético da célula antes mesmo de ele fazer efeito (REMPEL et.al.2011).

Em um estudo de coorte realizado com criancas e adolescentes admitidos em
um hospital universitario de Belo Horizonte, constatou que E. coli e Staphylococcus
aureus foram os principais patégenos das infeccoes de sitio cirtrgico intra hospitalar
(paciente hospitalizados) e extra hospitalar (pacientes que receberam alta).
(MARTINS et.al.2008).

Microrganismos fungicos, especialmente espécies de Candida, e outros como
Aspergillus e Mucor estao associados a graves infeccoes em pacientes queimados.
Candida spp. é a causa mais comum de sepse fungica. Infeccbes fungicas

oportunistas ocorrem em tais pacientes devido & situacado imunolédgica alterada e



39

comprometida do hospedeiro. O fator mais importante para colonizacao fungica € a
imunossupressao causada pela propria queimadura, ja que linfécitos T, células natural
killer e fagocitose sao requerimentos para combater a colonizagéo e infec¢ao profunda
(DE OLIVEIRA and SERRA,2011).

O cuidado da ferida implica manutengéao da perfusao tissular e preservagao
dos tecidos viaveis. Inclui a manutencdo da ferida limpa e Umida, prevencédo de
infeccbes e protegcdo contra traumas, promogado da cicatrizagdo, mantendo a
mobilidade e funcionamento da parte afetada (STUCHI et.al. 2010).

5.5 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO

Foi avaliado o padréo de qualidade microbioldgico do extrato liofilizado de
Platonia insignis e do filme biodegradavel incorporado com o extrato de Platonia
insignis Mart (tabela 9).

Tabela 9 — Avaliacdo do controle de qualidade microbioldgico do Filme Biodegradavel incorporado com

o extrato de Platonia insignis Mart.

Parametros Andlise Microrganismos Coliformes Coliformes Andlise
presuntiva heterotroficos totais termotolerantes fungica
Meio de Caldo Plate Count Caldo  caldo Escherichia Agar
cultura Lauryl Agar Verde coli (EC) Sabouroud
Brilhante
Extrato
Platonia ) ) ) ) )

insignis Mart.

Filme
Biodegradavel
Incorporado

com extrato

- Auséncia de crescimento microbiano;
Fonte: Autor (2018).

De acordo com as Boas Praticas em Farmécia, os produtos farmacéuticos
devem possuir qualidade compativel com especificacbes determinadas por codigos
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oficiais, visando assegurar seu uso. A qualidade microbiol6gica da matéria-prima
empregada nas formulacdes de medicamentos e cosméticos € fator primordial para
se alcancar eficiéncia e seguranca (ANDRADE,2005). A auséncia de crescimento
microbiano nas amostras pode estar relacionada as boas praticas de manipulacao
adotadas no preparo das formulacdes preconizadas pela RDC n? 67/07 que séo
praticas requeridas para manutencao da integridade do produto e protecao do usuario.

Os limites microbianos de produtos acabados podem se constituir em
auséncia absoluta de formas viaveis (produtos estéreis) ou sua presengca em
grandezas definidas, restritos ou ndo a determinadas cepas (SAFAR, 2012). A
Farmacopeia Brasileira (5° edicao) indica os limites microbianos preconizados para
produtos farmacéuticos nao estéreis. Os limites aceitaveis para preparagdes de uso

tépico estéo contidos na tabela 10.

Tabela 10: Limite Microbiano para produtos nédo estéreis

Vias de administracdo Contagem total de Contagem total de Pesquisa de
bactérias aerébias fungos/leveduras Patégenos
UFC/g ou mL UFC/g ou mL
Preparagao uso topico Auséncia de
Staphylococcus
(oromucosa, nasal,
gengival, cutaneo, 103 102 aureus e
auricular) Pseudomonas

aerugisonaem 1¢g

ou mL

102 UFC: valor maximo aceitavel = 200, 103 UFC: valor maximo aceitavel = 2000.

Fonte: ANVISA (2010).

Os resultados obtidos nos testes confirmam a qualidade da matéria-prima
utilizada, da manipulagcéo durante toda a realizacdo dos experimentos.
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CONCLUSAO

Mediante os resultados conclui-se que:

Foi possivel obter o extrato liofilizado das folhas da P.insignis, com rendimento
satisfatorio.

Produziu-se filmes biodegradaveis de colageno em pé. Os filmes apresentaram
boa coesdo, facil manuseabilidade, além de se apresentarem lisos e
homogéneos e com adequada difusdao do extrato na malha do Filme.

Os testes de caracterizacdo deram resultados satisfatorios para todas as
variaveis testadas, sendo portanto, filmes com baixa solubilidade em agua e
capacidade de absorcao de 4gua de moderada a alta

Os testes bioldgicos demonstraram atividade antimicrobiana do extrato e das
formulacao do Filme Biodegradavel a partir das folhas de P. insignis frente
microrganismos de importancia clinica;

Os testes de controle de qualidade microbiolégica, confirmam a auséncia de
bactérias e fungos, demonstrando que foi realizada adequada manipulagéo

para obtencéo do bioproduto.

E importante salientar, a necessidade de testes adicionais para verificacdo da

estabilidade da formulacao, testes de resisténcias mecéanica, analise de citotoxicidade

e efeitos farmacoldgicos. Dessa forma, a continuidade da pesquisa é de suma

importancia para avaliar a atividade e os efeitos do biofilme em todos esses topicos.
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