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RESUMO

ANTECEDENTES: Aloe vera (L.) Burm.f, Matricaria recutita L. e Calendula officinalis L.
sdo plantas medicinais amplamente estudadas e com resultados promissores. Contudo, a falta
de controle dos extratos vegetais afasta este recurso terapéutico da pratica médica cotidiana.
OBJETIVO: Projetar, desenvolver e caracterizar filmes de membrana de celulose bacteriana
(mCB) e de filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda (FH-FS) contendo extratos vegetais
padronizados de A. vera, C. officinalis e M. recutita. METODOS: Para veiculacio dos extratos
vegetais foram preparadas membranas de celulose por biossintese bacteriana e FH-FS. Os FH-
FS foram preparados utilizando Polietilenoglicol 400 (PEG 400) previamente dissolvido em
agua (3%). Os extratos vegetais diluidos em agua e incorporados em mCB e FH-FS foram
avaliados para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM), propriedades mecénicas
(tracdo e compressdo), mucoadesdo e perfil de liberacdo. A caracterizacdo fisico-quimica das
mCB e dos FH-FS incorporados com extratos vegetais foram realizados por calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). RESULTADOS: Os extratos vegetais de A. vera e M. recutita apresentaram atividade
antimicrobiana contra as cepas S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. O extrato de C. officinalis
apresentou atividade contra S. aureus e P. aeruginosa. Os extratos vegetais de A. vera e C.
officinalis quando incorporados na mCB inibiram o crescimento para 0S mesmos
microrganismos, exceto E. coli. As concentragdes dos extratos utilizadas no FH-FS n&o foram
suficientes para inibir o crescimento microbiano. A analise dos resultados de FTIR mostram
que as propriedades fisico-quimica dos extratos ndo foram alteradas na presenga de mCB e FH-
FS. Os eventos endotérmicos e exotérmicos observados nos FH-FS e mCB com extrato vegetal
sugere uma leve reducdo da estabilidade fisico-quimica quando comparados sem adicdo de
extratos vegetais. A analise das propriedades fisiomecéanicas e mucoadesdo sdo alteradas na
presenca dos extratos vegetais. O perfil de liberagdo dos extratos é influenciado pelo veiculo
mCB ou FH-FS. A concentragéo final de PEG 400 nas formulag6es de FH-FS foi de 0,26%.
CONCLUSAO: A andlise dos resultados obtidos neste estudo sugere que os FH podem ser
utilizados como carreadores de extratos vegetais para fins medicinais de uso topico.

Palavras-chave: Aloe. Caléndula. Matricaria. PEG. Fibroina. Celulose.



ABSTRACT

BACKGROUND: Aloe vera (L.) Burm.f, Matricaria recutita L. and Calendula officinalis L.
are medicinal plants widely studied and with promising results. However, lack of control of
plant extracts moves away this therapeutic resource from daily medical practice. OBJECTIVE:
To design, develop and characterize BCM and SF films containing standardized plant extracts
of A. vera, C. officinalis and M. recutita. METHODS: To diffusion of vegetables extracts were
prepare cellulose membranes by bacterial biosynthesis and HF-SF. The HF-SF were prepared
using Polyethylene glycol 400 (PEG 400) previously dissolved in water (3%). The vegetable
extracts diluted in water and incorporated into BCM and HF-SF were evaluated to determine
the minimum inhibitory concentration (MIC), mechanical properties (traction and
compression), mucoadhesion and release profile. The physicochemical characterization of
BCM and HF-SF incorporated with the vegetable extracts was made by differential scanning
calorimetry (DSC) and by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). RESULTS: The
vegetable extracts of A. vera and M. recutita showed antimicrobial activity against S. aureus,
P. aeruginosa and E. coli. The extract of C. officinalis presented activity against S. aureus and
P. aeruginosa. The vegetable extracts of A. vera and C. officinalis when incorporated into BCM
inhibited growth for the same microorganisms except E. coli. The concentrations of the extracts
used in HF-SF were not sufficient to inhibit microbial growth. Analysis of the FTIR results
showed that the physical-chemical properties of the extracts were not altered in the presence of
BCM and HF-SF. The endothermic and exothermic events observed in HF-SF and BCM with
vegetable extract suggests a light reduction of stability of physicochemical activity when
compared without addition of vegetable extracts. The analysis of the physiomechanics
properties and mucoadhesion are changed in the presence of vegetable extracts. The release
profile of extracts is influenced by BCM or FH-FS. The final concentration of PEG 400 in
formulations of HF-FS was 0.26%. CONCLUSION: The analysis of the results obtained in
this study suggests that the HF can be used as carrier agents of vegetable extracts for medicinal
purposes of use topic

Keywords: Aloe. Calendula. Matricaria. PEG. Fibroin. Cellulose.
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1 QUALIFICACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Aloe vera (L.) Burm.f., Calendula officinalis L. e Matricaria recutita L. pertencem a lista
de produtos tradicionais fitoterapicos com registro simplificado nas Instrugdes Normativas
05/2008 e 02/2014 da Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008; 2014), estes
fitoterapicos sdo indicados para tratamento de queimaduras de primeiro e segundo grau devido
suas atividades cicatrizante e anti-inflamatoria de uso topico.

Estas plantas medicinais pertencem a Relacdo Nacional de Plantas de interesse para o
Sistema Unico de Satde (Renisus) e estdo inseridas no Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos com prioridade nas politicas de avanco e inovacéo tecnoldgica no Brasil.

Revisdo sistematica realizada por Dat et al. (2012) incluindo 347 pacientes, analisou a
utilizacdo de produtos contendo Aloe vera, na forma de gel, na cicatrizacdo de feridas agudas (por
exemplo, laceracdes, incisdes cirurgicas e queimaduras) e feridas cronicas (por exemplo, feridas
infectadas, arterial e Ulceras venosas). Dos sete trabalhos incluidos nesta revisdo, cinco ensaios
clinicos avaliaram o efeito da Aloe vera em feridas agudas por queimaduras, pacientes com
hemorroidectomia e biopsia de pele. O uso da mucilagem de Aloe vera ndo foi melhor que a
sulfadiazina de prata 1% para a cicatrizacdo de queimadura (razéo de risco (RR) 1,41, 95% de
intervalo de confianca (IC) 0,70-2,85). Em pessoas com feridas cronicas, um estudo ndo encontrou
nenhuma diferenca estatisticamente significativa na cicatrizacdo de Ulceras de pressao com Aloe
vera (RR 0,10, IC 95% -1,59 a 1,79). Estudos incluidos na revisdo sistematica indicam que 0s
resultados dos ensaios devem ser vistos de forma critica (DAT et al., 2012).

Estudo clinico envolvendo 30 pacientes com queimaduras de segundo grau, mostra que o
emprego da Aloe vera a 15% na forma de gel leva metade do tempo para cicatrizacdo de
queimaduras de segundo grau quando comparado a sulfadiazina de prata 1% (MOGHBEL;
GHALAMBOR; ALLIPANAH, 2007). Estudos utilizando formas farmacéuticas inovadoras e
extrato vegetal padronizado podem mostrar resultados mais eficazes, com melhor indice de
confiabilidade e facilidade para transposicéo de escala.

Calendula officinalis foi testada, também em ensaio, utilizando 6leo de calendula 4%,
vitamina A 1% e vaselina liquida prevenindo e/ou retardando o desenvolvimento de queimadura
por radiacédo ionizante (SCHNEIDER; DANSKI; VAYEGO, 2015).

A aplicagéo topica durante 14 dias, de M. recutita em ratos submetidos a lesdo na lingua
induzida por bisturi apresentou cicatrizagcdo mais rapida que o tratamento com corticosteroide

topico (MARTINS et al., 2009). O uso da M. recutita preparada a partir das inflorescéncias
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maceradas em azeite foi testada em modelo animal de queimadura no dorso por escaldo em agua
fervente resultando em maior cicatrizagdo comparado ao controle negativo (JARRAHI, 2008).

Apesar das indicacOes terapéuticas, dos resultados positivos em estudos pré-clinico e
clinico e do reconhecimento do governo brasileiro destas plantas medicinais como insumos
estratégicos para fabricacdo de medicamentos nenhum produto derivado destes extratos €
encontrado na préxis clinica. Este fato pode ser decorrente da auséncia de forma farmacéutica
devidamente padronizada de produtos farmacéuticos com tecnologia diferenciada que estimule a
fabricacdo industrial e a prescricéo clinica.

A incorporagéo destes extratos vegetais em filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda
(FH-FS) ou em membrana de celulose bacteriana (mCB) sdo promissores pois além de agregar
tecnologia inovadora sugerem potencializar a agdo medicinal destas espécies vegetais e seu uso
na regeneracao de tecido cutaneo ulcerado.

Estudos dos efeitos de extratos vegetais padronizados obtidos a partir de A. vera, M.
recutita e C. officinalis incorporados em FH-FS e mCB até o momento ndo foram feitos, pelo
qual, a obtencdo e avaliacdo destes produtos constitui uma alternativa a ser investigada.

Os polimeros de origem natural e biotecnoldgico sdo promissores para aplicacdes na area
biomédica e, sobretudo para a medicina regenerativa (LIU et al., 2010). Entre os polimeros mais
promissores destacam-se a fibroina de seda (FS) e a membrana de celulose bacteriana (mCB)
(MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014; DONINI et al., 2010). Tais produtos, denominados de
biopolimeros, vem sendo pesquisados para aperfeicoar e acelerar o processo de regeneracdo de
tecidos danificados por queimaduras, doencas ou traumatismos.

A fibroina de seda (FS) é uma proteina obtida a partir do casulo do bicho-da-seda (Bombyx
mori) que apresenta potenciais aplicabilidades como filmes na area médica devido a resisténcia a
microrganismos, permeabilidade a oxigénio e vapor de agua, reduzida reacdo inflamatoria,
podendo ser produzida nas formas de filmes, esponjas e géis (GE et al., 2012; NOGUEIRA et al.,
2010; KUNDU, 2014).

Outro tipo de biopolimero que ganha espa¢o como produto farmacéutico, é a membrana
de celulose bacteriana (mCB) obtida por biossintese. A celulose € o mais abundante biopolimero
encontrado na natureza, componente da parede celular de plantas e bactérias (RECOUVREUX,
2004) possui alta resisténcia a tracdo mecanica e a possibilidade de incorporacdo de outros
componentes para obtencdo de compdsitos. Tendo em vista suas inUmeras aplicagdes e seu carater
sustentavel é oportuna a comparacgéo entre a celulose bacteriana e vegetal. Obtendo-se através
da celulose bacteriana um produto com elevada aplicabilidade industrial, versatil, econdmica e

ecologicamente correta quando comparada com a celulose vegetal (DONINI et al., 2010).
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N&o menos importante que os sistemas de liberacdo é a forma de veiculagdo dos
compostos ativos. Neste estudo a proposta € veicular os sistemas de liberacdo em hidrogéis com
propriedades bio (muco) adesivos que possam ser aplicados em lesGes abertas por perdas de
tecidos ou em cavidades ulceradas. FormulacBes com estas propriedades sdo capazes de
prolongar a permanéncia dos sistemas de liberagéo no local de aplicacdo, seja por interacdes
fisicas ou quimicas com o tecido, seja por facilitar a aplicacdo do produto na forma liquida para
uma transicédo sol-gel controlada pela temperatura corpérea.

Os polimeros biocompativeis e bioadesivos sdo candidatos potenciais para veiculacao,
liberagdo modificada de farmacos, terapia celular e engenharia de tecidos (MATANOVIC;
KRISTL; GRABNAR, 2014).

Com o aumento da expectativa de vida e da sobrevida de pacientes com doencas
crbnicas, uma maior demanda para a ampliacdo de novas estratégias de reparo de tecidos
organicos danificados ou de novos tratamentos tem sido necesséria.

Considerando a importancia de tais espécies vegetais no cenario nacional, o
desenvolvimento promissor de formas farmacéuticas que possam melhorar a eficacia dos extratos
incorporados em biopolimeros e a falta de estudo mais pertinentes, este projeto se propde a iniciar

a evolucdo de produtos contendo extrato vegetal padronizado das espécies selecionadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Projetar, desenvolver e caracterizar filmes hidrogelatinosos a base de fibroina de seda e
membrana de celulose bacteriana incorporados com extratos vegetais padronizados de Aloe

vera (L.) Burm.f., Calendula officinalis L. e Matricaria recutita L.

2.2 Especificos

e Determinar a atividade antimicrobiana usando técnica de concentracdo inibitéria
minima (CIM) dos extratos vegetais padronizados isolados e incorporados em filmes
hidrogelatinosos de fibroina de seda (FH-FS) e membrana de celulose bacteriana
(mCB).

e Determinar as propriedades fisiomecéanicas e mucoadesivas “in vitro” de FH-FS ou
mCB.

e Delinear o perfil de liberacdo dos extratos vegetais veiculados nos FH-FS e mCB.
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3 DELINEAMENTO

Este estudo tem carater experimental para desenvolvimento de filmes hidrogelatinosos
a base de fibroina de seda (FH-FS) e de membrana de celulose bacteriana (mCB) para
incorporacdo de extratos vegetais de A. vera, C. officinalis e M. recutita. Os filmes foram
caracterizados pelas suas propriedades fisiomecanicas, mucoadesdo, calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

perfil de liberacéo.



4 ETAPAS DA PESQUISA

Figura 1 — Fluxograma
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5 REFERENCIAL TEORICO
5.1 Plantas Medicinais

Plantas medicinais sdo espécies vegetais utilizadas com propriedades terapéuticas e tém
grande importancia na area da saude. A disponibilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos
pelo SUS (Sistema Unico de Salde) tem promovido o uso da fitoterapia pela populacéo
(LORENZI; MATOS, 2008).

A Renisus (Relacdo Nacional de plantas de interesse ao Sistema Unico de Satde)
subsidia o desenvolvimento e a inovacdo na area de plantas medicinais e fitoterapicos, bem
como, apresenta espécies vegetais medicinais de interesse para 0 SUS que sdo usadas pela
populagéo para diferentes finalidades terapéuticas.

As espécies descritas na Renisus e usada no presente estudo foram selecionadas por suas
propriedades terapéuticas fartamente discutida na literatura: Aloe vera, Calendula officinalis e

Matricaria recutita.

5.1.1 Aloe vera (L.) Burm.f.

A Aloe vera (L.) Burm.f. é popularmente conhecida no Brasil como babosa, originaria
da Africa, utilizada por suas propriedades terapéuticas e medicinais. O extrato do parénquima
de reserva desta planta, denominado gel de A. vera, apresenta uma gama de compostos que
possuem atividades farmacoldgicas de relevancia medicinal (GODINHO, 2014) tais como anti-
inflamatdria, bactericida, protetora da pele e cicatrizante (SANTOS, 2017).

Estudos in vivo do gel de A. vera (Figura 2) concluiram que sua cicatrizagdo € promovida
por estimulacdo direta de macrofagos e fibroblastos e, seus efeitos terapéuticos incluem
prevencdo da isquemia dérmica progressiva causada por queimaduras; ulceracdes causadas pelo
frio; queimadura elétrica e por radiacdo (BRASIL, 2016).

Ao longo dos anos diversas atividades bioldgicas foram atribuidas a A. vera, e isso
possivelmente se deve a combinacdo dos variados ativos existentes em sua composi¢do, 0S
quais sdo demonstrados na Tabela 1. Por isto, sdo necessarios estudos para que seja definida
dose e forma segura para o seu uso; diante da importancia de preservar suas caracteristicas
quimicas relevantes para a padronizacdo do uso da A. vera (FREITAS; RODRIGUES; GASPI,
2014).
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Figura 2 — Plantacdo de Aloe vera

Tabela 1 - Constitui¢do quimica da Aloe vera

Classe

Compostos

Carboidratos
Enzimas

Compostos inorganicos
Lipideos e outros
compostos organicos

Aminoacidos ndo
essenciais e essenciais
Proteinas

Sacarideos
Vitaminas

Manano puro, manano acetilado, glucomanano acetilado, glucogalactomannano, galactano,
galactogalacturano, arabinogalactano, galactoglucoarabinomanano, celulose
Fosfatase alcalina, amilase, carboxipeptidase, catalase, ciclooxidase, ciclooxigenase, lipase,
oxidase, fosfoenolpiruvato carboxilase, superéxido dismutase
Calcio, cloro, cromo, cobre, ferro, magnésio, manganés, potassio, fosforo, sédio, zinco
Acido araquiddnico, 4cido y- linolénico, esterdides (campestrol, colesterol, p -sitosterol),
triglicerideos, triterpenoides, ligninas, sorbato de potassio, acido salicilico, &cido urico
Alanina, arginina, &cido aspartico, acido glutdmico, glicina, histidina, hidroxiprolina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, tirosina, valina
Substancia de lectina
Manose, glicose, L- Rhamnose, aldopentose
B1, B2, B6, C, B- caroteno, colina, &cido félico, a- tocoferol

Fonte: Adaptado de Hamman, 2008.

O uso topico da A. vera fornece mais oxigénio, ampliando a vascularizacdo e a

quantidade de coladgeno para que a cicatrizacdo ocorra, além de desinflamar o tecido e
multiplicar as células epiteliais (DE PAULA RAMOS; PIMENTEL, 2013).

As principais propriedades farmacolégicas da A. vera sao apresentadas na Tabela 2.


http://portals7.gomembers.com/iasc/JoinIASC.aspx
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Tabela 2 - Atividades farmacologicas atribuidas a compostos presentes na Aloe vera

Compostos Atividade farmacoldgica
Glicoproteina Cicatrizacao de feridas, proliferagdo celular, antialérgico
Barbaloina Purgativa

Aloe-emodina; Emodina | Purgativa; promocao da proliferacdo celular; antitumoral; antimicrobiano; antiprotozoarios;
antioxidante.

Aloesina Promocéo da proliferacdo celular; inibicdo da sintese de melatonina
Acemannan Imunomodulagéo; antimicrobiana, antitumoral
[-sitosterol Anti-inflamatério; promotor da angiogénes

Dietilexilftalato Anticancerigeno
Manose-6-fosfato Cicatrizagdo; anti-inflamatorio
Polissacarideos Anticancer; imunomodulador

Fonte: Adaptado de Choi; Chung, 2003.

O gel de A. vera é composto por aproximadamente 99,5% de agua. Porém, outras
substancias ja foram identificadas como uma combinacdo de polissacarideos e derivados
acetilados de polissacarideos, glicoproteinas, antraquinonas, flavondides, taninos, esteroide,
aminoacidos, enzimas, saponinas, proteinas, vitaminas e minerais como ferro, potassio,
manganés e sédio (PARENTE et al., 2013).

A planta medicinal A. vera tem sido utilizada tanto para uso interno quanto externo. Sua
utilizacdo também tem sido como material de base na fabricacdo de cremes, lo¢des, sabonetes,
xampus, produtos de limpeza facial entre outros (HAMMAN, 2008), pois o gel da A. vera é
muito conhecido pela sua acdo hidratante (CHANG et al., 2006). Na industria farmacéutica, sua
utilizacdo tem sido para produtos de uso topico como pomadas e preparacdes em gel. O gel
pode ser empregado para tornar biodisponiveis medicamentos que sao mal absorvidos atraves
da administracdo via oral (HAMMAN, 2008). Outra utilidade da A. vera se da como recurso
para area alimenticia, em particular para preparagdo de bebidas saudaveis que contém o gel de
aloe, porém sem causar efeito laxante, ela também pode ser encontrada numa variedade de
produtos como sumos, comprimidos e assim por diante (DA SILVA et al., 2013; GARCIA-
SEGOVIA et al., 2010; HAMMAN, 2008; HE et al., 2005).

5.1.2 Calendula officinalis L.

A espécie Calendula officinalis L., planta herbacea pertencente a familia Asteraceae,
possui flores amarelas ou douradas. Nas flores de caléndula foi encontrado o6leo volatil,

carotenoides, flavonoides. Algumas de suas atividades farmacoldgicas incluem agédo anti-
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inflamatoria, antioxidante, imunoestimulante, cicatrizacdo de feridas, antibacteriana e
antifungica (KHALID; DA SILVA, 2012).

Por suas atividades farmacoldgicas, o fitoterapico é indicado em casos de inflamacéao da
pele, queimaduras suaves, escaras e no tratamento de feridas de dificil cicatrizacdo (TESKE;
TRENTINI, 2001). Grande parte dos estudos clinicos envolvem o uso tdpico de formulas
farmacéuticas a base de C. officinalis, os quais recomendam seu uso por duas ou trés vezes ao
dia, até melhora dos sintomas (BARNES et al., 2007).

A parte de interesse farmacoldgico do material vegetal sdo os ligulados e as flores
compostas (WHO, 2002).

A constituicdo quimica da C. officinalis, apresentada na Tabela 3, também demonstrou
atividade antibacteriana in vitro principalmente para bactérias gram-positivas como, por

exemplo, o Staphylococcus aureus (PARENTE et al., 2009).

Tabela 3 - Constituicdo quimica da Calendula officinalis

Calendina Saponinas
Acidos graxos Fendlicos
Esteroides Carotenoides
Mucilagens Acido salicilico
Taninos Flavondides

Fonte: Adaptado de Parente et al., 2002.

Os flavondides, parte da composi¢do quimica da C. officinalis, séo um dos constituintes
mais pesquisados, devido sua atividade anti-inflamatdria e cicatrizante (KURKIN; SHAROVA,
2007; MENENDEZ et al., 2007). Todos os flavonoides compartilham o processo de biossintese,
0 que, sob a Gtica quimica, quer dizer que sdo compostos estruturados por um nucleo comum
fundamental benzopirano ou cromano unido a anel aromatico caracterizado pelo esqueleto de
carbono. Sendo, subdivididos, basicamente, como flavonol, flavona, catequina, antocianidina e
isoflavonoide (GUARDIA et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2007).

Os flavondides s&o considerados marcadores das flores de Calendula officinalis L., e
em sua maioria sdo representados pelos compostos rutina e quercetina (RODRIGUES;
GONCALVES; SILVA, 2004; PAIM, et al., 2010).

A rutina é um flavonoide pertencente a subclasse dos flavonois que possui propriedades
terapéuticas como a promocao de efeitos benéficos em doencas, como a peroxidacao lipidica
descontrolada, eliminar radicais livres como antioxidante, entre outras atividades
farmacologicas descritas, como seu efeito sobre o sistema imunolégico e células inflamatorias
(PEDRIALI, 2005; ROLIM, et al., 2005; VELASCO et al., 2008). Essa abundancia de
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propriedades farmacoldgicas da rutina justifica a vasta utilizagdo em produtos fitocosméticos,
cosmeticos e fitoterapicos (PEDRIALLI, 2005).

Figura 3— Flor Calendula officinalis

Fonte: http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/calendula-officinalis/

A calendula pode ser encontrada durante o ano todo, o que torna sua obtencdo mais facil.
Sua forma de uso engloba os mais diferentes veiculos, sendo a tintura um dos mais utilizados
(GAZOLA; FREITAS; BATISTA EVANGELISTA-COIMBRA, 2014).

5.1.3 Matricaria recutita L.

A Matricaria recutita L. ¢ uma planta herbacea pertencente a familia Asteraceae. Uma
erva rasteira, pouco resistente e muito ramificada que cresce de vinte a cinquenta centimetros
de altura. Sua reproducdo acontece por meio de sementes, desenvolvendo-se melhor em clima
temperado. Além disso, ela apresenta caracteristicas antiespasmddica, calmante, cicatrizante,
emoliente, refrescante, antisséptica, antialérgica e anti-inflamatoria (SILVA et al., 2012a).

Suas propriedades farmacologicas deve-se a presenca de 0leos essenciais, flavonoides,
cumarinas, colinas, aminoacidos, acidos graxos, sais minerais, terpenos, mucilagens e acidos
organicos armazenados em tricomas glandulares peltados partilhados nos capitulos florais
(AMARAL et al., 2008; FRANKE; SCHILCHER, 2005).

Sua flor possui altos indices de flavonoides, principalmente a apigenina, cuja acado
farmacologica e qualidade de seu extrato agua-alcool variam dependendo da sua concentragdo
(MENESES-REYES et al., 2008). Sendo, o 6leo essencial e os flavondides os de maior
importancia para fins medicinais (FRANKE; SCHILCHER, 2005).


http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/calendula-officinalis/
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Industrialmente a infusdo dos capitulos florais ou o préprio dleo essencial sdao usados
em preparacdes farmacéuticas de uso topico, como pomadas e cremes indicados para
cicatrizacdo da pele; farmacos que auxiliem no alivio da inflamacdo das mucosas orais,
antivirdticos para tratamento do herpes e especialmente para extracdo da esséncia, que possuli
utilidade como aromatizante na composicao de sabonetes, perfumes, xampus e lo¢des, tal como
para conferir melhor odor e sabor a uma diversificada série de alimentos (LORENZI; MATOS,
2008).

Figura 4 — Inflorescéncia Matricaria recutita

Fonte: http://thescienceofacne.com/chamomile/

Os constituintes quimicos presentes na M. recutita sdo classificados conforme sua
fracdo lipofilica e hidrofilica, os quais sdo responsaveis pela atividade terapéutica da planta.
Oleo essencial e cumarinas pertencem a fragdo lipofilica. Ja os flavonoides, mucilagem, &cidos
organicos, aminoacidos e colina pertencem a fracdo hidrofilica (TESKE; TRENTINI, 2001;
FRANKE; SCHILCHER, 2005).

O alfa-bisabolol e o camazuleno sdo os componentes principais do 6leo essencial de
camomila, sendo a matricina um composto instavel, formado pela decomposicdo do
camazuleno (FRANKE; SCHILCHER, 2005).

Os constituintes quimicos dos flavonoides, hidrossolUveis da planta, sendo responsaveis
por mais de 8% do seu peso seco, sdo a apigenina, luteolina e quercetina. Sendo, a apigenina a
primeira flavona isolada da M. recutita. Os flavonoides possuem atividade anti-inflamatoria,
carminativa e antiespamodica (TESKE; TRENTINI, 2001; FRANKE; SCHILCHER, 2005;
ROSS, 2008).


http://thescienceofacne.com/chamomile/
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Atraveés das flores da camomila séo obtidos extratos aquoso e alcodlico, sendo utilizados
por suas propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana e antiespamddica. Sua propriedade
anti-inflamatoria vem sendo testada in vitro, em animais e seres humanos (SRIVASTAVA,;
SHANKAR; GUPTA, 2010).

5.2 Polimeros empregados na preparacéo de filmes hidrogelatinosos
5.2.1 Biomateriais

Polimeros de origem natural sdo promissores para aplicaches na area biomédica e,
sobretudo para a medicina regenerativa. Tais produtos, denominados de biopolimeros, vem sendo
pesquisados para aperfeicoar e acelerar o processo de regeneragdo de tecidos danificados por
doencas e traumatismos (LIU et al., 2010). Polimeros termorresponsiveis com propriedades
biocompativel e bioadesiva sdo candidatos potenciais para veiculacdo e liberacdo modificada de
farmacos, bem como para aplicacio na terapia celular e engenharia de tecidos (MATANOVIC;
KRISTL; GRABNAR, 2014).

Composto por moléculas organicas versateis e, com propriedades para uso em
instrumentos cirurgicos, dispositivos implantaveis, revestimentos do dispositivo, cateteres,
enxertos vasculares, biomateriais injetaveis e, agentes terapéuticos, os polimeros sdo a mais
ampla classificagdo de biomateriais. Baixo custo, facilidade de fabricacdo e versatilidade sdo
algumas das vantagens da utilizacdo dos polimeros (BINYAMIN; SHAFI; MERY, 2006).

Redes poliméricas tridimensionais que absorvem enorme quantidade de agua sem se
diluir sdo conhecidas como hidrogéis. A rede polimérica mantém sua integridade mesmo
durante o estado intumescido por pontos de reticulacdo. Porém, na falta destes pontos, as
cadeias poliméricas hidrofilicas lineares diluem-se em agua, devido sua similaridade
termodinamica das cadeias de polimero e dgua. Contudo, a existéncia de pontos de reticulacdo
na rede faz com que a hidratacdo seja contrabalanceada pela forca de retracdo da rede levando
a um limite na absorgéo de agua pelo hidrogel (MOLINA; RIVAROLA; BARBERO, 2012).

Uma das caracteristicas mais importantes dos hidrogéis é a evidente quantidade de 4gua
que eles possuem em sua superficie e estrutura interna, o que faz com que se parecam muito
com tecidos vivos. A presenca dessa grande quantidade de agua na superficie diminui a energia
interfacial livre num ambiente fisioldgico e, logo, melhora as suas propriedades bioldgicas,
tornando-os mais biocompativeis (PATEL; MEQUANINT, 2011). Tais caracteristicas e



30

semelhanca nas propriedades fisicas e mecénicas levam os filmes hidrogelatinosos (FH) a
diversas aplicagBes em areas farmacéuticas e biomédicas (TIBBITT; ANSETH, 2009).

Seguros para 0 uso humano, os FH sdo formas farmacéuticas solidas, sendo, em geral,
membranas poliméricas com 1 mm de espessura e area de 6 cm?. Os FH devem ser estaveis a
umidade, flexiveis e apresentar resisténcia adequada a tracdo (ALMEIDA; LOPES; CHAUD,
2012).

Biomateriais sdo materiais projetados para reconstituir partes ou funcbes do corpo
humano, desempenhando fungdes em contato com tecidos vivos. Os biomateriais podem ser de
origem natural ou sintética (MARK; CALVERT, 1994).

Os biomateriais poliméricos foram desenvolvidos para serem utilizados, ndo apenas,
como substitutos de tecidos lesados, mas também para o entendimento destes com o organismo
receptor (SANTOS JUNIOR, 2001).

A aplicagdo dos biomateriais, durante anos, tem sido para substituicdo da lente
intraocular e obturacGes dentarias, porém os avangos em biologia celular e molecular, quimica,
ciéncia dos materiais e engenharia tém proporcionado oportunidades mais amplas para uso
clinico (KEANE; BADYLAK, 2014).

Os biomateriais podem ser usados como valvulas artificiais no coragdo, implantes de
substituicdo nos ombros, joelhos, cotovelos, orelhas e dentes e ainda, como simulador cardiaco
e para a reconstrucédo do trato urinario (GEETHA et al., 2009).

Antes de selecionar o biomaterial a ser aplicado, deve-se considerar suas similaridades
fisicas, quimicas e bioldgicas com o tecido a ser substituido (BINYAMIN; SHAFI; MERY,
2006), pois a biocompatibilidade é um dos requisitos basicos para realizar a reparacdo de
tecidos (WANG, 2016) ja que, sua biocompatibilidade refere-se a capacidade do material em
estimular uma resposta adequada no tecido hospedeiro em uma situacdo especifica
(WILLIAMS, 2008).

Por seu comportamento biocompativel e biodegradavel, os biomateriais poliméricos de
origem natural vem se destacando em relacéo aos sintéticos. Além disso, os materiais de base
natural constantemente dispdem de estruturas altamente organizadas e que podem conter uma
substancia extracelular chamada ligante, indispensavel para se ligarem com receptores celulares
(SWETHA et al.,2010).

A classificacdo dos polimeros pode ser elencada como:

e Materiais de base natural — polissacarideos (amido, alginato, quitina / quitosana,
acido hialurdnico) ou proteinas (soja, colageno, fibrina, seda) (ARMENTANO
etal., 2010).
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e Sintéticos — obtidos pela polimerizacdo de mondmeros de base bioldgica, como
0 &cido polilatico, succinato de polibutileno, polietileno e polihidroxialcanoatos
- microbianamente fermentado (SALERNO; PASCUAL, 2015).

A seda é um material qualificado para uso em produtos farmacéuticos, biomedicos,
cosméticos e téxteis. Seus dois componentes principais sdo: a fibroina - uma proteina fibrosa e
insollvel em &gua -; e a sericina - uma proteina globular que é solivel em dgua. Ambas dispdem
de propriedades que as tornam importantes polimeros naturais com uma variedade de
aplicacdes, incluindo biomateriais (CAPAR; AYGUN; GECIT, 2008).

Os biomateriais passaram por trés geracdes, sendo a primeira em 1950, onde o seu
conceito era de materiais bioinertes, ou seja, com minima interacdo e reacdo. Em 1980 inicia-
se a segunda geracdo, com base no conceito de bioatividade, reabsorcdo e reacdo controlada
por meio fisioldgico. Nos anos 2000, surge a terceira geracdao que é baseada no conceito de
biointerativos, com regeneracdo tecidual funcional, reabsorcdo, estimulos especificos,

proliferacdo, diferenciagéo e organizacdo (HENCH; POLAK, 2002).

5.2.2 Fibroina de Seda

A fibroina é uma proteina que esta presente nos fios da seda. Atualmente, diversos
pesquisadores tém investigado ela como um meio promissor para biotecnologia e material
biomédico devido a sua resisténcia mecénica, biocompatibilidade e minima acéo inflamatoria.
Baseado nessas caracteristicas, outras aplicacfes foram propostas, como protecdo de feridas,
substrato para cultura celular, imobilizacdo enzimatica e operador de liberacdo moderada de
drogas (NOGUEIRA; BEPPU, 2005).

A fibra téxtil mais usada é a secretada pelos insetos pertencentes a familia Bombycidae
da mariposa Bombyx mori. Diferente de outras espécies, 0 Bombyx mori ndo sobrevive sozinho
no ambiente. Por isso, sua criacdo deve ser realizada em ambiente fechado. Durante sua vida,
0 Bombyx mori passa por quatro estagios, sdo eles: ovo, larva, crisdlia e mariposa
(PADAMWAR et al., 2005).

Nascida do ovo, a larva pesa menos de 0,5 mg. Sua alimentagéo, a base de folhas de
amoreira, auxiliam para seu crescimento que, apds esse periodo inicia a construgdo do casulo.
Para a formacdo do casulo a larva secreta dois componentes principais: a fibroina e a sericina
(HOLANDA; MATA,; LIMA, 2004).
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O casulo produzido pelo inseto, do qual o fio da seda é extraido, exibe alto teor de
proteinas que sdo produzidas por um par de glandulas chamadas sericigenas (DOS SANTOS;
VIDIGAL; MERLINI, 2011).

Para que a fibroina seja utilizada na area biotecnologica para reparacdo e regeneracao
tecidual, primeiro, deve-se obter uma dispersdo de fibroina, com posterior apresentacdo em
filme, membrana ou gel, conforme aplicacdo. Para separacao da fibroina da sericina, utiliza-se
um processo chamado degomagem. Neste processo, para manter as fibras estaveis, os casulos
do bicho-da-seda s@o imersos em solugfes alcalinas ou em agua fervente (ALTMAN et al.,
2003).

Na estrutura da fibroina, coexistem dois dominios, sdo eles: 1) amorfo ou seda I; 2)
cristalino ou seda Il. O segundo, é composto por uma serie de repeticdes de alanina e glicina,
conectados pelos aminoacidos serina ou tirosina. A porcado cristalina da fibroina contém uma
estrutura secundaria em folha-P, o que confere a proteina caracteristicas como resisténcia a
tracdo por exemplo (ALTMAN et al., 2003).

Soltivel em agua, a seda I apresenta conformagdo estrutural do tipo a-hélice podendo
ser convertida em seda Il por influéncia de calor. A forma hidrofébica e termodinamicamente
estavel da fibroina é a seda I, reconhecida por apresentar a conformacéo folha-p. Este tipo de
estrutura apresenta conformacdo assimétrica, com o predominio de cadeias laterais de
hidrogénio decorrentes dos grupamentos glicina e, outro lado ocupado com cadeias laterais de
grupos metil, provenientes das alaninas, que ocupam esta regido e concedem um dominio
hidrofobico. Fortes ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals geram uma estrutura
termodinamicamente estavel na conformacéo folha-p da fibroina (VEPARI; KAPLAN, 2007).

Figura 5 — Estrutura quimica fibroina de seda
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Fonte: http://www.wikiwand.com/gl/Fibro%C3%ADna
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Em sua composicéo, a fibroina de seda (FS) possui enorme quantidade de proteinas com
grupos amino (—NH>) e que podem ser investigados como sitios ativos para ligar nanoparticulas
metalicas e/ou para possibilitar a reducdo de ions metalicos aos seus respectivos metais, além
de estabilizar particulas produzidas. Tais propriedades proporcionam o uso deste biopolimero
na sintese de nanoparticulas metalicas e aquisi¢cdo de compdsitos fibroina/metal (SASHINA et
al., 2009).

Compreender o processo de gelificacdo da dispersdo de FS é importante para a
promocdo de materiais a base desta proteina. Os solventes tradicionalmente empregados para
diluicdo da FS possuem larga quantidade de sais (CHEN et al., 2001). E, sdo os sais que
preservam a estabilidade da solugdo impossibilitando a precipitacdo da proteina. Porém, para
aquisicdo de filmes, membranas ou hidrogéis de FS, parte desses sais devem ser removidos. O
procedimento mais usado para isto é a didlise da solucdo de fibroina empregando uma
membrana semipermeavel que possibilita a difusdo dos ions por osmose. No entanto, conforme
as condicdes da didlise como o tipo e a concentracdo da fibroina, o solvente e o pH da solucéo,
a gelificacdo ocorrerd de forma mais ou menos favorecida (ZHOU et al., 2006; KIM et al.,
2004).

O tempo e a temperatura de dialise sdo parametros de grande importancia pois, eles
determinardo as propriedades dos materiais derivados de FS tais como filmes, membranas ou
hidrogéis. SolucGes dialisadas de FS podem ser vertidas em placas de petri para formacéo de
membranas. A formacdo dessa membrana pode percorrer caminhos diferentes como, por
exemplo, o solvente é evaporado e ha a formacdo de um filme na superficie da placa, ou a
solucdo de fibroina esta instavel e ao ser vertida na placa de petri a mesma gelifica. O gel vertido
na placa sofre perda de agua com o tempo e vem a se tornar um filme de fibroina. Contudo,
observacBes experimentais revelaram que filmes decorrentes da secagem do gel de FS sdo
surpreendentemente volateis e ndo perduram nem mesmo ao manuseio, ao passo que os filmes
adquiridos pela secagem da dispersdo de FS sdo resistentes. Com tal caracteristica, é
recomendado a precaucao em cessar 0 processo de dialise antes que a dispersao de fibroina
torne-se instavel (NOGUEIRA et al., 2011).

A producdo de seda no Brasil é focada na area téxtil, o que gera, anualmente, uma
quantidade grande de residuos durante o processamento das fibras de seda. Por isto, a
possibilidade de produzir materiais derivados de seda a partir de fibras de seda residual € uma
opcdo ambientalmente amigavel e economicamente interessante ao uso tradicional de casulos
de bichos-da-seda, com o proposito de obter produtos de valor agregado com aplicacfes
biotecnologicas (BEXIGA et al., 2017).
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Figura 6 — Casulo bicho-da-seda

Lo,
Fonte: https://pixabay.com/pt/casulo-bicho-

'a—seda-seda—fatiado—196533/

5.2.3 Celulose Bacteriana

Apesar de possuir uma estrutura quimica semelhante a da celulose a base de plantas, a

celulose bacteriana (Figura 7) se diferencia por sua obtencdo que é realizada por meio da

bactéria Acetobacter xylinum (Glucanoacetobacter xylinus), um microrganismo gram-negativo
(KLEMM et al., 2005; BARUD et al., 2011). Suas propriedades fisico-quimicas sdo a
cristalinidade, alta resisténcia a tracdo, alta capacidade de absorcdo de éagua, resisténcia a

degradacéo, baixa solubilidade, boa permeabilidade e biocompatibilidade (HELENIUS et al.,

2006). Considerando essas propriedades, a celulose de origem bacteriana, produzida na

superficie de caldos de cultivo, por seu potencial para o uso, ndo apenas na medicina, mas na

engenharia de tecidos e na cosmética, nos Ultimos anos tem causado grande interesse na area

de pesquisa, 0s quais sdo apresentados na Tabela 4 (ANTONIO et al., 2012).

Tabela 4 — Aplicacdes da celulose bacteriana

AREA

APLICACAO

Cosméticos
IndUstria téxtil
Mineracdo e refinaria
Tratamento de lixo
Purificacdo de esgotos
Comunicagbes
Industria de alimentos
IndUstria de papel
Medicina
Laboratérios
Eletrénica
Energia

Estabilizador de emulsdes como cremes tonicos, condicionadores, polidores de unhas.
Roupas para esportes, tendas e equipamentos de camping.
Esponjas para coleta de vazamento de 6leo, materiais para absor¢do de toxinas.
Reciclagem de minerais e 6leos.
Purificacdo de esgotos urbanos, ultra filtracdo de agua.
Diafragmas para microfones e fones estéreos.
Celulose comestivel (“nata de coco”).
Substituicéo artificial de madeira, papéis especiais.

Pele artificial temporaria para queimaduras e Ulceras, componentes de implantes dentérios.
Imobilizacdo de proteinas de células, técnicas cromatogréficas, meio para cultura de tecidos.
Materiais opto-eletronicos (telas de cristal liquido, suporte para OLED).
Membranas célula combustivel (paladio).

Fonte: Adaptado de Donini et al., 2010.
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Sua estrutura porosa permite que antibiéticos ou outros ativos farmacéuticos sejam

transferidos para a ferida, além de servir como uma barreira fisica para agentes externos que
poderiam causar infec¢des (FU; ZHANG; YANG, 2013).

Os curativos com celulose bacteriana possuem facil remocdo, evitando novos traumas

(PORTELLA et al., 2016).

na lesdo (FU; ZHANG; YANG, 2013). A utilizacdo deste curativo como método de cobertura
para o tratamento de lesdes cutdneas representa grande avanco na area de biomateriais

Figura 7 — Membrana de celulose bacteriana

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 8 — Estrutura quimica celulose bacteriana
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Fonte:https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-linear-da-celulose-As-linhas-pontilhadas-
esguematizam-as-ligacoes-de 261064359
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5.3 Polietilenoglicol (PEG)

Polimeros biodegradaveis, bioadesivos, biomiméticos e hidrogéis responsivos tém sido
amplamente incluidos em formulacBes farmacéuticas (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA,
2010), pois tem-se apresentado como uma importante estratégia na procura pela otimizacao da
liberacdo de farmacos. Dentre os diversos polimeros, o PEG possui capacidade de formacéao de
estruturas mais porosas, tornando-se Util na melhoria da velocidade de liberacdo do farmaco,
além de mostrar ainda a capacidade de adsor¢do a compostos organicos que apontam a melhoria
das funcbes biologicas. O PEG é um homopolimero sintético linear obtido a partir do
etilenoglicol que apresenta como formula molecular H-(O-CH2-CH2) »-OH, onde n é o nimero
médio de grupos de oxido de etileno presentes na molécula, nomeado grau de polimerizacéo
(CORTES et al., 2013), soltvel em 4gua e bastante usado em aplicacbes médicas, biomédicas,
ambientais e de engenharia (BUZZI; YUAN; ROUTLEY, 2017).

Diferencas significativas no comportamento mecénico entre fibroina de seda pura e
fibroina de seda/PEG 400 foram identificados por Wang et al. (2003). Os filmes de fibroina de
seda isentos de PEG 400 apresentaram baixa resisténcia, por isso ndo eram adequados para
medic¢des usando texturdmetro. Porém, apds introducdo do PEG na fibroina de seda, a intetacdo
dos grupamentos -OH mudaram a estrutura da rede polimérica melhorando as propriedades
mecanicas dos filmes (WANG et al., 2003).

Com base no estudo de Wang et al. (2003) o motivo da associagdo de PEG 400 nos
filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda (FH-FS) é atribuida as propriedades ao aumento do

maodulo de Young (dados ndo mostrados)
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6 AVALIACAO FISICO-QUIMICA
6.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para identificacdo de substancias organicas ou minerais, utiliza-se a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), uma técnica que permite, através dos
grupos funcionais presentes nas moléculas, a quantificacdo do composto analisado
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015).

O espectrometro FTIR mostra o resultado das bandas de absor¢éo, gerando indicios da
presenca de diferentes grupos funcionais na estrutura molecular, correspondente a interacao das
moléculas ou &tomos com a radia¢do eletromagnética em um processo de vibragdo das ligacdes
interatdmicas e intramolecular (ALCANTARA JR, 2002). A vibragdo abrangente em volta das
ligacGes covalentes que interligam os atomos e seus grupos de compostos organicos é produzida
através da radiacdo no infravermelho (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015).

As localizagBes das bandas no espectro, sdo representadas em nimero de ondas através
da unidade centimetro inverso (4.000-400 cm™). As duas vibragdes indispensaveis sdo: 1)
vibracdo de estiramento - 0s &tomos permanecem no mesmo eixo da ligacéo, porém a distancia
entre eles aumenta ou diminui; 2) vibracdo angular - as posi¢des dos &tomos alteram em relacédo
ao seu eixo de ligacdo original (NICOLAOU; GOODACRE, 2008).

6.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Para avaliacdo direta da energia térmica absorvida, a qual ocorre em uma faixa pré-
determinada de aumento ou diminuicao da temperatura, utiliza-se a ferramenta termodinamica
DSC. Esta técnica possibilita supervisionar alterac6es na fase de transi¢ao de substancias puras
ou mistas (BRASIL, 2010).

Em circunstancias experimentais mais faceis, a energia é proporcionada em conjunto
para o cadinho de referéncia (branco) e para o cadinho contendo a amostra a ser analisada. A
desigualdade entre a energia requisitada para a amostra em relagéo a requisitada para o branco
¢ a quantidade de calor absorvido ou liberado pelas moléculas da amostra. Transi¢des de fase,
desidrataces, reducgdes e reagdes de decomposicdo geram efeitos endotérmicos, ao passo que
cristalizagbes, oxidacOes e eventos de carbonizagdo geram efeitos exotérmicos (BERNAL et
al., 2002).
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A respeito de um método termodindmico, a tecnologia DSC pode prenunciar a
estabilidade das substancias ou das suas miscigenagdes em diferenciadas condicoes
experimentais como pH, forca idnica e osmolalidade (MAGHAM I et al., 2010; BRASIL, 2010).

6.3 Propriedades mecénicas

Para a elaboracdo de um biomaterial topico é essencial que sua formulacdo apresente
resisténcia mecanica e dureza, adequada para manter a estrutura e a integridade dos poros
durante o processo de biodegradacdo e reparacdo tecidual (REBELO, 2015). Além de
propriedades como fécil remocao do produto, dispersédo eficiente e propriedade mucoadesiva.
Os pardmetros mecanicos sao descritos como dureza ou forca indispensavel para alcangar uma
determinada deformidade; adesividade ou trabalho indispensavel para vencer as forcas de
tracdo entre a superficie da amostra e a superficie da sonda; compressibilidade ou trabalho
indispensavel para descaracterizar o produto durante a primeira compressdo da sonda;
coesividade ou efeito da tenséo de cisalhamento sobre as propriedades estruturais da formulacéo
(XU etal., 2014; GRELA; MARCINIAK; PLUTA, 2014; HURLER et al., 2012).

6.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de derivados vegetais pode ser analisada pela determinacao
da concentracdo minima necessaria para impedir o crescimento bacteriano, de maneira que
guanto menor for a CIM (concentracdo inibitéria minima) maior serd a poténcia. Um aspecto
significativo na determinacdo da CIM de extratos vegetais € a apreensdo em associacao aos
aspectos toxicolégicos, microbioldgicos e legais apropriados aos compostos naturais ou suas
combinagdes. Inimeros meios possibilitam examinar a atividade antibacteriana e antifungica
dos derivados vegetais. Os mais conhecidos englobam método de difusdo em agar,
macrodilui¢do e microdiluicdo (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).
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6.5 Mecanismos para liberacéo de farmacos

A liberacdo de farmacos através de hidrogéis pode acontecer por difusdo e/ou erosao.
No caso de farmacos muito sollveis, a liberacdo se da pela difusdo do farmaco através da
camada gelificada, ao passo que para farmacos pouco soluveis a liberagcdo é controlada pelo
processo de erosdo (ALVES, 2016).

6.5.1 Difusdo

O movimento aleatério da molécula do farmaco de regido mais concentrada para a
menos concentrada é o processo de difusdo. Este processo depende do volume livre de polimero
e da mobilidade das cadeias poliméricas. A mobilidade das cadeias é influenciada pela extensao
de insaturacGes, grau de ligacdo cruzada, cristalinidade e natureza dos substituintes. A difusao
advém preferivelmente entre as regibes onde as cadeias poliméricas encontram-se mais
desordenadas. Demais elementos que auxiliam a difusao é a relaxacao das cadeias poliméricas,
taxa de intumescimento e a solubilidade do farmaco (SIEPMANN; GOPFERICH, 2001;
AINAOUI; VERGNAUD, 2000).

6.5.2 Erosdo

Em sistemas no qual a liberagdo € controlada por erosdo o farmaco esté incorporado em
polimeros hidrossollveis ou pouco soltveis. A liberacdo do farmaco por erosdo abrange dois
processos continuos subordinados do tempo, a difusdo do meio de dissolucdo para o interior da
matriz com consequente dilatacdo e relaxacdo das cadeias poliméricas e consequente formacao
de uma camada gelatinosa. Neste contexto, o fendmeno de erosao do reticulo polimérico pode
acontecer em modo mais ou menos conjunto até a completa desagregacdo das cadeias
polimeéricas. O modo como realiza-se a eroséo do polimero esté ligado ao perfil de libera¢do do
farmaco. Em sistemas reticulados, a taxa de erosdo depende da hidrofilicidade, solubilidade do
polimero e erosdo quimica ou enzimatica (FAISANT; SIEPMANN; BENOIT, 2002;
AINAOUI; VERGNAUD, 2000).
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Material

Os extratos vegetais de M. recutita (Grupo Centro Flora - Lote: 271115.2850) e C.
officinalis (Bio Tae Extratos Vegetais - Lote: 025085) foram padronizados conforme Instrugédo
Normativa 05/2008 e 02/2014 (BRASIL 2008; 2014). O extrato de A. vera (Grupo Centro Flora
- Lote: 240616.01818) foi padronizado segundo a Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (BRASIL,
2010). Os extratos vegetais utilizados neste estudo apresentaram marcadores de 1% de apigenin
7-O-glucoside para M. recutita (Anexo A), 0,084% de flavonoides totais expressos em
hiperosideos para C. officinalis (Anexo B) e 3,25% de polissacarideos totais para A. vera
(Anexo C). Os extratos foram utilizados conforme recebidos das empresas. Os laudos de cada
extrato estdo anexados.

Os reagentes utilizados tais como etanol absoluto, carbonato de sddio (Na2COz), meios
de cultura, cloreto de calcio diidratado (CaCl..2H20) e &gua ultrapura foram de grau
farmacéutico ou PA (padrdo analitico). A membrana de celulose utilizada para o processo de
dialise foi 0 modelo D-9652 - Sigma Aldrich.

7.2 Métodos

7.2.1 Extracdo da Fibroina de Seda

Os casulos de bicho-da-seda, espécie Bombyx mori, foram obtidos através de doacédo da
empresa Fiacdo de Seda BRATAC S.A (Londrina / PR, Brasil).

Para extracdo da fibroina de seda (FS) foi utilizado o procedimento descrito por
Rockwood et al. (2011) com algumas modificacGes no processo.

Inicialmente 10 g de casulos do bicho-da-seda cortado em pequenos fragmentos foi
adicionado a uma solugéo de carbonato de sodio (Na.COz) 0,212% e aquecida em banho maria
(85 °C, durante 35 min). A fibroina foi removida do banho e enxaguada em &gua corrente e
imersaem 1 litro de 4gua ultrapura (18,2Q.cm a 25 °C) e mantida sob agitacdo constante durante
30min. Apos este procedimento ter sido repetido por trés vezes, o excesso de agua é removido
da fibroina por compressdo manual. A fibroina foi colocada em estufa com circulagdo de ar

durante 24 horas e mantida a 50 °C. Depois de seca, a cada 10 g de fibroina, foi dissolvida em
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100 mL do sistema ternario composto de CaCl,.2H20-etanol-H20 (1:2:6 mol.L™?). A suspensdo
coloidal formada foi mantida a 85 °C em banho termostatico até total homogeneizagdo. Para
dialise 12 mL da suspensao coloidal de fibroina foi transferida para uma membrana de celulose
(modelo D-9652 / corte de peso molecular tipico = 14,000 Da- Sigma Aldrich). As extremidades
da membrana de celulose foram amarradas para formar o saco de dialise. O saco de diélise foi
imerso em 1 litro de &gua ultrapura. A troca do meio de imerséo foi feita inicialmente com 24
e 48 horas. A disperséo de fibroina foi removida do saco de dialise e centrifugada a 7.500 rpm
durante 1 hora para precipitacdo de possiveis sujidades da dispersédo obtida, onde a mesma foi
submetida a esterilizagdo em autoclave (121 °C, 15 min) e armazenada sob refrigeragéo (2-8
°C). Uma representacdo esquematica do processo de extracdo da fibroina € apresentado na

Figura 9.

Figura 9 — Esquema do processo de extracao da dispersao de FS

&

Casulo do bicho-da-seda

Lavagem
dgua ultrapura 3x

Estufa 24 horas, 50°C

Na,CO; f : ’

Agitag3o magnética
CaCl,.2H,0-etanol-H,0 !

!
(1:2:6 mol. L) Banho termostatico, 85°C : =
Q k)
-

Didlise 48h Dispersdo de Fibroina
Centrifugar e autoclavar

Fonte: Elaboracéo propria.
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7.2.2 Determinacdo do pH e da concentragdo de fibroina expressa em % (m/v)

O pH da dispersdo de fibroina foi medido por peagdbmetro (Tecnal modelo TEC-5) antes
e apos esterilizacdo em autoclave (121 °C, 15 min). A determinacédo da concentracao de fibroina
foi realizada por gravimetria conforme descrito por Preda et al. (2013). Resumidamente, uma
amostra da dispersdo de fibroina armazenada foi transferida para um cadinho de porcelana,
previamente desidratado por aguecimento (60 °C, durante 24 horas). A massa do cadinho vazio
foi anteriormente pesada e registrada (m1). A massa de 1 mL da dispersdao de fibroina
previamente obtida foi transferida para o cadinho e pesada (m2). A amostra foi colocada em
estufa com circulacédo forcada de ar na temperatura de 60 °C durante 24 horas para a secagem
da fibroina. A amostra seca foi devidamente pesada (m3). O experimento foi realizado em
duplicata e serviu para determinar a relagdo massa /volume (m/v) expressa em % da fibroina na

disperséo.

7.3 Obtencédo de membrana de Celulose Bacteriana

As membranas de celulose bacteriana (mCB) foram produzidas pelo cultivo de G.
xylinus, em meio Hestrin & Schramm (20 g/L glicose, 5 g/L peptona bacterioldgica, 5 g/L
extrato de levedura, 2,7 g/L Fosfato de sddio anidro, 1,5 g/L &cido citrico monohidratado). O
cultivo foi realizado em placas com pocos de 3 cm? de didmetro. O volume inoculado foi de 1
mL por pogo, contendo aproximadamente 10° UFC / mL para obtengdo de membranas com
aproximadamente 2 mm de espessura. As placas foram mantidas a 30 °C em cultura estatica
durante 4 dias. As membranas formadas foram lavadas em solucéo de 2% de dodecil sulfato de
sodio (SDS), durante 24 horas, enxaguadas com agua destilada para retirada do SDS, imersas
em solucdo de 1M NaOH e mantida a 60 °C sob agitacdo constante por 1,5 horas. Apos este
periodo as membranas foram lavadas em &gua purificada até atingir pH neutro e posteriormente
acondicionadas em solucéo fisioldgica e autoclavadas a 121 °C durante 15 min. As membranas
foram armazenadas a 4 °C (JOZALA et al., 2015).
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7.4 Ensaios microbioldgicos

Os ensaios microbioldgicos foram executados para determinacdo da CIM, teste de
desafio e teste de difusdo em agar. Para execucdo destes ensaios foi realizada a desinfeccdo da
capela de fluxo laminar (Marca: Trox e Serie: 1590) com alcool etilico 70%, seguida de
esterilizagdo com radiacdo ultravioleta por 15 min. Os materiais utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave. As micropipetas foram assepticamente tratadas com alcool etilico
70% e esterilizadas sob radiacéo ultravioleta.

Os microrganismos utilizados para determinacdo da CIM foram cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9721) e Staphylococus aureus (ATCC
10390). Neste ensaio para determinagdo da CIM o inéculo foi padronizado para uma
concentracéo final de 10® UFC/mL e o procedimento técnico foi realizado em placas de 96
po¢os como descrito no Manual de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (CAVALIERI,
2005). Os microrganismos foram incubados em 125 mL de caldo tryptic soy broth — TSB e
mantidos em estufa apropriada a 37 °C durante 24 h. A suspensdo de cada microrganismo foi
previamente diluida em solucio salina estéril para obter uma concentragéo final de 108 UFC/mL
(Figura 10).

Figura 10 - Esquema de diluicdo seriada dos microrganismos: S. aureus, E. coli e P.
aeuroginosa

Suspensdo Bacteriana em caldo TSB (ryptic soy broth)

NaCl 09%
9mL

Concentragdo decrescente

Fonte: Elaboragdo propria.
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A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdilui¢do seriada em placa
estéril de 96 pocos. No primeiro pogo da série foi adicionado 200 pL de cada solugdo dos
extratos vegetais em uma concentracdo de 100 mg/mL. Nos pocos de 2 a 12 foram distribuidos
100 pL do meio de cultura. A microdiluicdo sucessiva foi realizada transferindo 100 pL do
poco da série 1 para 0 poco da série 2, esta frequéncia foi repetida sucessivamente até o pogo
11. Nos pogos da série 2 a 10 e no pogo 12 foram adicionados 10 pL do inoculo (10° UFC/mL)
de cada microrganismo. A placa foi fechada e colocada em estufa a 37 °C durante 24 h. O poco
11 foi utilizado como controle negativo e o pogo 12 como controle positivo. A esquematizacao
da CIM é demonstrada na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma da CIM dos extratos vegetais

Controle Controle
Placa de 96 pocos Negativo Positivo
v

Matricaria recutita 5
Aloe vera |

Caléndula oficinallis

Incubacéo 24 horas a 37°C

oficnoli®

{
Alo®
calbrdvi®

Solucéo dos extratos vegetais padronizados Inéculo S. aureus Inéculo E.coli Inéculo P. aeuroginosa
100mg/mL 108UFC/mL 108UFC/mL 108UFC/mL

Nota: Controle Negativo: (Meio de Cultura + 100l do pogo 10) | Controle Positivo: (Meio de Cultura +10pul do
inoculo) |

Fonte: Elaboragdo propria.

Para realizar o teste de desafio foram pipetados 5 pl dos meios contidos em cada pogo
da placa utilizada para determinacdo da CIM e foram transferidos para placa de petri contendo
trypticase soy agar (TSA). As placas foram colocadas em estufa microprocessada para cultura
(modelo 502 marca Fanem) a 37 °C durante 24 h. O teste de desafio foi realizado em duplicata.

Os ensaios de difusdo em agar envolveram varios procedimentos antes do teste
propriamente dito. Por uma questdo didatica e para facilitar a compreensdo dos leitores os

procedimentos serdo subdivididos em etapas.



45

7.5 Incorporacdo e difusdo em agar dos extratos vegetais padronizados em FH-FS e
mCB

Para incorporacdo dos extratos vegetais foi preparada uma solucdo aquosa de cada
extrato vegetal (A. vera, C. officinalis e M. recutita) na concentracdo de 100 mg/mL. Esta
solugéo serviu de base para incorporagdo dos extratos no FH-FS e para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM).

Os FH-FS foram preparados utilizando Polietilenoglicol 400 (PEG 400) previamente
dissolvido em agua (3%). Para que volumes diferentes de cada extrato vegetal pudessem ser
adicionados a dispersdo de FH-FS+PEG 400 a solugdo obtida foi vertida em placa de petri
estéril de poliestireno e colocadas em estufa com circulacédo de ar durante 24 horas a 25° C para

obtencdo dos filmes (FH-FS). A técnica de incorporacdo esta representada na Figura 12.

Figura 12 - llustracdo da incorporacdo dos extratos vegetais em FH-FS
> [, >
="
Fibrofna + 4 Fibroina + '\
PEG 400 3% + PEG 400 3% + Fibroina +

extrato vegetal de ¢ extrato vegetal de i
Matricaria recutita Calendula officinalis ; PEG 400 3%

Fibroina +
PEG 400 3% +
extrato vegetal de
Aloe vera

Fibroina
pura

a) Fibroina de Seda + PEG400 3% + extrato vetetal de Matricaria recutita
b) Fibroina de Seda + PEG400 3% + extrato vegetal de Aloe vera
¢) Fibroina de Seda + PEG400 3% + extrato vegetal de Calendula officinalis
d) Fibroina de Seda + PEG400 3%
e) Fibroina pura

Fonte: Elaboracéo propria.

Para a retirada dos FH-FS das placas de poliestireno utilizou-se a metodologia descrita
por Preda et al. (2013), onde adicionamos no fundo do dissecador de vacuo agua ultrapura.
Acondicionamos as placas de petri abertas com os filmes no dissecador e aplicamos um vacuo
durante 10 minutos. Fechamos a valvula de vacuo e deixamos os filmes durante um periodo
minimo de 4 horas permitindo assim o recozimento do filme em agua e cuidadosamente a

remog¢ao do FH-FS da placa de petri.
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A capacidade de incorporacdo para mCB foi avaliada em fungdo do tempo de contato
com as solucdes de extratos vegetais padronizados cuja concentracéo é de 500 mg/mL para A.

vera e M. recutita e 800 mg/mL para C. officinalis, demonstrados na Figura 13.

Figura 13 — Ilustracdo da incorporacdo dos extratos vegetais na mCB

> | "

.
X ’ . . . ‘ ‘ ‘\
\

. . ‘ . ‘ . mCBplm

MR: Matricaria recutita | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis | mCB: membrana de Celulose Bacteriana
Fonte: Elaboracéo propria.

Para avaliar a capacidade de incorporacdo dos extratos vegetais as mCB foram
previamente desidratadas em estufa a 50° C durante 2 h (ALMEIDA et. al., 2013), e suas
respectivas massas foram determinadas (7z1). As mCB desidratadas foram imersas em 1 mL
para cada extrato vegetal analisado. As mCB intumescidas com 0s extratos vegetais
permaneceram sob agitacéo rotacional (AmericanLab modelo AL140) com 200 rpm, 25 °C até
atingir o peso constante. O excesso superficial de solucdo de extrato vegetal foi retirado com
papel absorvente e determinada suas respectivas massas (mf). A capacidade de incorporacao
foi determinada segundo a equacdo 1 com os resultados expressos em % (SHEZAD et al.,
2010).

mf - mi

Capacidade de incorporacdo (%) = x100 (Equacdo 1)
mf

Onde, mi = massa inicial e mf = massa final.

Ap0s a incorporagdo dos extratos vegetais, para a realizacdo da difusdo em agar da mCB

e FH-FS, as mCB e FH-FS foram transferidas para capela de fluxo laminar e submetidas a
radiacdo no numero de ondas UV durante 15 minutos antes da difusdo em &gar.

I. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar, os

microrganismos utilizados foram fornecidos pela Cefar Diagnostica Ltda Brasil. As

cepas de Escherichia coli - CCCD EO003, Pseudomonas aeruginosa CCCD P004 e

Staphylococcus aureus CCCD S007 apresentam compatibilidade bioquimica com a
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cepas Escherichia coli - ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; e
Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC 25923.

Il.  Para preparagdo dos inoculos os microrganismos foram suspensos em meio de cultivo
padréo e mantidos em estufa a 37 °C, durante 24 horas. O inoculo utilizado no teste de
sensibilidade por difusdo em agar foi padronizado pelo método de comparacao visual
com padréo de turvacdo correspondente a 0,5 na escala McFarland, que resultaem 1 a
2 x 108 UFC/mL, e também pelo método turbidimétrico (Shimadzu, Multispec 1501,
Quito, Japdo) cuja absorbancia deve ser com densidade dptica entre 0,08 a 0,10 em
numero de onda de 625 nm (CLSI, 2003).

I1l.  Paraavaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar dos extratos
vegetais ja incorporados com FH-FS e mCB foram utilizados os microrganismos S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa (CLSI, 2003), semeados em placa de petri contendo
meio TSA. Como controle negativo foi utilizado agua estéril e como controle positivo
os antimicrobianos (Penicillin 10.000 UI/mL — Streptomycin 10 mg/mL). Todos 0S
ensaios foram realizados em duplicata.

Nos FH-FS foi utilizado trés diferentes concentragdes (10, 20 e 40 mg/mL) dos extratos
de A. vera e M. recutita. Para o extrato vegetal de C. officinalis foi utilizado trés filmes de FH-
FS com diferentes concentragdes (20, 40 e 80 mg/mL).

As mCB intumescidas e os FH-FS incorporados com extratos vegetais foram dispostos
sobre a superficie do TSA contendo os microrganismos (E. coli, P. aeruginosa e S. aureus) e
incubadas em estufa a 37° C durante 24 horas. Discos inertes, contendo agua ultrapura e discos
contendo 30 ul de cada solucédo de extrato vegetal foram dispostos sobre a superficie do TSA e

mantidas nas mesmas condigdes.

7.6 Andlise por espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Esta analise foi realizada em espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (SHIMADZU, FTIR IRAffiniy-1S, Kyoto, Japan) combinada com refletancia total
atenuada (ATR) usando modos de transmitancia para caracterizar a presenca de grupos
qguimicos especificos do filme de fibroina de seda adicionado ou isento de extrato vegetal
padronizado. Os espectros foram obtidos na faixa de ndmero de onda de 4.000 a 600 cm™

durante 128 varreduras, com resolugio de 4 cm™.
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7.7 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Os termogramas dos FH-FS foram obtidos por andlises de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC). O aparelho empregado para analise de DSC foi 0 modelo Thermal analyser
TA 60W-Shimadzu (DSC-60, Kyoto, Japan). Através de um ciclo de aquecimento com a

temperatura variando de 25 °C até 350 °C, na razio de aquecimento de 10 °C.min™,

7.8 Avaliacdo macroscépica

Para avaliagdo macroscopica dos FH-FS os aspectos foram avaliados referente as
propriedades de integridade, peso medio, homogeneizacéao visual, auséncia de bolhas de ar e

resisténcia a manipulacdo manual.

7.8.1 Propriedades fisiomecanicas

As propriedades fisiomecanicas dos FH-FS e mCB com e sem extrato vegetal foram
avaliadas utilizando texturémetro equipado com célula de carga de 5 Kg (Stable Micro Systems
— TA-XT Plus Analyzer. Surrey, Reino Unido) e as forcas obtidas foram expressas em Newton
(N). Para avaliacdo das propriedades fisiomecéanicas de resisténcia a tracdo, relaxacdo,
resiliéncia e perfuracdo foi utilizado aparato modelo Heavy Duty Platform (n 13155) e
plataforma modelo Film Support Rig (n 13085) utilizando amostras de FH-FS com érea de 6
cm?. Os parametros utilizados foram de 10 mm de distancia para o ensaio de perfuracéo e de 5
mm para 0s ensaios de resiliéncia e relaxacdo. Para avaliar a resisténcia mecanica a tracdo e
alongamento do FH-FS, foi utilizado aparato Mini Tensile Grips (n 13101), onde as
extremidades dos FH-FS foram fixadas por presilhas. As presilhas foram previamente
recobertas com fita adesiva para minimizar o efeito dos sulcos na deformag&o do FH-FS durante
a tracdo. A resisténcia a tracdo foi registrada no momento do rompimento do filme. Devido as
propriedades deslizantes da mCB néo foi possivel realizar os ensaios de tracdo e perfuracéo. As

medidas foram realizadas em triplicata.
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7.8.2 Propriedades mucoadesivas

As propriedades mucoadesivas das formulagées de mCB e FH-FS com e sem extrato
vegetal, foram avaliadas sobre a superficie de discos de mucina empregando TAXTPIlus
Analisador de Textura (Stable Micro Systems, UK), em conformidade com o protocolo
desenvolvido e validado no LaBNUS da Universidade de Sorocaba.

Os discos de mucina foram feitos por compressdo (Lemaq, Maquina compressora
rotativa, Mini Express LM-D8, Diadema, BR), utilizando puncdes planos, matriz cilindrica com
diametro de 8 mm e carga de compressdo de 8 toneladas, da mucina (110 mg) com diametro de
8 mm e espessura de 0,2 mm. Antes do teste de mucoadeséo, o disco de mucina foi hidratado
por submersdo em agua purificada durante 30 min. O excesso de agua na superficie do disco
foi removida com a ajuda de papel absorvente. Os discos de mucina foram presos com fita
adesiva dupla face na extremidade inferior da sonda analitica. Uma amostra de cada formulacgéo
foi transferida para um béquer de vidro e mantida em banho de 4gua com temperatura ajustada
para 37 °C. O disco de mucina fixado na sonda foi comprimido, sobre a superficie das amostras,
com uma for¢a de 0,1 N, direcionada no sentido apical — basal. O tempo de contato do disco
com a superficie das amostras foi padronizado em 300 segundos, estabelecido para que
decorresse um contato intimo entre o disco de mucina e a amostra. A sonda foi retirada da
superficie do FH-FS e mCB com uma velocidade constante de 10 mm.s™. A forca necessaria
para separar o disco de mucina da superficie de cada formulacédo foi definida a partir de uma

relacdo tempo x forca. Todas as medicGes foram executadas em triplicata.

7.8.3 Espectrofotometria em nimero de onda na regido do UV e construgdo da curva
analitica para os extratos vegetais

Para determinacdo do pico maximo de absorbancia foi preparada uma solucdo dos
extratos vegetais (20 mg/mL) em agua ultrapura. O ndmero de maior absorbancia foi
determinado em espectrofotometro UV-VIS (FEMTO - 880 XI, S&o Paulo, Brasil). As solucdes
dos extratos vegetais foram analisadas por varredura espectral entre 210 e 380 nm. Apoés a
determinacdo do nimero de onda com maior absorgdo, a curva analitica dos extratos vegetais
foi construida entre as concentragcfes de 0,02 mg/mL e 4,2 mg/mL em solugdo aquosa. Para as

medidas de absorbancia foram utilizadas cubetas de quartzo.
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7.8.4 Perfil de liberagdo dos extratos vegetais incorporados em FH-FS e mCB

O estudo do perfil de liberacdo dos extratos vegetais incorporados nos FH-FS e mCB
foi realizado para a avaliacéo do perfil de liberacdo, onde um fragmento de 2x2 cm dos FH-FS
e 3x2 cm das mCB incorporados com os extratos vegetais foram cautelosamente medidos com
papel milimetrado e depositados em placas para cultura de células de 6 pocos com fundo chato.
Em cada poco da placa envolvendo a amostra foi incorporado 5 mL de solugéo tamp&o fosfato
pH 7,4 previamente obtida. O sistema foi retido em agitador orbital (Tecnal, TE-4200,
Piracicaba, BR), na temperatura de 37 °C e 50 rpm. As condi¢es sink foram determinadas com
base no estudo de equilibrio de solubilidade e retidas durante o experimento. Uma aliquota de
1 mL, do sobrenadante, foi removida nos intervalos de tempo de 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160,
200, 240 e 300 min. O volume do meio foi mantido constante pela adi¢do de 1 mL de solucéo
tampdo fosfato pH 7,4 pré-aquecida a 37° C. As aliquotas foram diluidas em agua ultrapura e a
absorbancia dos extratos vegetais foram estabelecidas por espectroscopia UV (A=255 nm) para
A. vera, espectroscopia UV (A=350 nm) para C. officinalis e espectroscopia UV (A=270 ¢ 320
nm) para M. recutita. O célculo da concentracdo dos extratos vegetais foi feito através da
equacdo da reta adquirida da curva analitica. O experimento foi guiado em triplicata (ALVES,
2016).

7.9 Analises estatisticas

Para determinacdo das propriedades mecanicas foi utilizada a andlise estatistica de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey para comparacdo das médias, e determinada com

intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Determinacdo do pH e concentracdo da dispersdo de fibroina (m/v) expressa em %

O ponto isoelétrico da fibroina varia numa faixa de pH de 3,6 a 5,2 dependendo de como
a dispersdo foi preparada (SASHINA et al., 2006), fato este que demonstra que a faixa de pH
influencia na reticulacéo da disperséo de fibroina.

O pH obtido da dispersdo de fibroina neste estudo foi de 7,8 antes e apds a
autoclavagem, fato este que justifica a ndo reticulacéo da proteina.

Os resultados da determinacdo da concentracdo da disperséo de fibroina sdo mostradas
na Figura 14 e equacdo 2 conforme realizado por Preda et al. (2013).

As concentracOes de fibroina de seda demonstradas na literatura sdo determinadas a
partir da quantidade dos casulos cortados em 100 mL da solucdo ternaria para dissolucao da
fibroina. No entanto, neste estudo foi avaliado a concentracdo da dispersdo de fibroina de seda
ja obtida.

Figura 14 - Concentracédo da disperséo de FS em %

Dispersao de fibroina de seda (FS)

[
(]

o Mgdia: 1, 98%
2.01% Lo50s DP- 0,04
18
-
; 1,6
Amostra 1 Amostra 2 MNdia

DP: Desvio padréo.
Fonte: Elaboracéo propria.

Equacdo 2

Massa 3 — Massa 1 ) < 100

Massa 2 — Massa 1

Onde: Massa 1= Cadinho de porcelana vazio; Massa 2= Cadinho de porcelana + 1 mL dispersao
de fibroina; Massa 3= Cadinho de porcelana + 1 mL disperséo de fibroina seca apds 24 horas.
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8.2 Determinacdo da CIM dos extratos vegetais padronizados

Na Tabela 5 é possivel observar a CIM apresentada pelos extratos vegetais de A. vera,
M. recutita e C. officinalis contra os microrganismos P. aeruginosa, S. aureus e E. coli. O
extrato vegetal de M. recutita demonstrou ser duas vezes mais eficaz para inibir os
microrganismos P. aeruginosa e S. aureus do que o extrato vegetal de A. vera. Enquanto que o
extrato vegetal de M. recutita demonstrou ser oito vezes mais potente para P. aeruginosa e 16
vezes mais potente para S. aureus quando comparado ao extrato vegetal de C. officinalis.
Contudo, para o microrganismo E. coli os extratos vegetais de A. vera e M. recutita
demonstraram ter a mesma capacidade inibitdria. No entanto, o extrato vegetal de C. officinalis

ndo apresentou atividade antimicrobiana contra o microrganismo E. coli.

Tabela 5 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) em mg/mL das solucbes de A. vera, M.
recutita e C. officinalis contra os microrganismos P. aeruginosa, S. aureus e E. coli

SOLUCOES DOS ATIVOS VEGETAIS (mg/mL)
MICRORGANISMOS o ) S
Aloe vera (mg) Matricaria recutita (mg) Calendula officinalis (mg)
P. aeruginosa 5 2,5 20
S. aureus 2,5 1,25 20
E. coli 10 10 NI

NI: N&o inibiu.
Fonte: Elaboragao propria.

O fato dos microrganismos pertencerem a grupos diferentes, S. aureus gram-positivo,
P. aeruginosa e E. coli gram-negativos, resulta em diferentes CIM obtidas para cada cepa
bacteriana.

Silva et al. (2012), determinaram a CIM para o extrato vegetal de M. recutita para S.
aureus de 1,2 mg/mL e para E. coli 43,4 mg/mL. Esses valores foram diferentes do que nés
obtivemos, no entanto, isso pode ser atribuido ao tipo de diluente utilizado para extracdo do
extrato, o qual ndo foi informado neste estudo.

Entretanto, o extrato aquoso de A. vera determinou uma concentracao inibitoria minima
de 0,25 mg/mL para os microrganismos E. coli e S. aureus. Todas as espécies de bactérias foram
susceptiveis ao extrato bruto de A. vera gel, ocorrendo variagdes dependendo do método de
extracdo utilizado (STANLEY et al., 2014).
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As diferentes solubilidades dos compostos encontrados em A. vera apresentam
diferentes efeitos antimicrobianos. A concentragdo encontrada em um estudo para o
microrganismo P. aeruginosa presente em pacientes queimados, demonstrou atividade
inibitéria em 200 pg/mL com a mucilagem de A. vera (GOUDARZI et al., 2015).

8.3 Teste de desafio da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A Figura 15 apresenta as imagens do teste de desafio da CIM, onde uma aliquota de
5uL de cada poco da CIM foi transferido para placa de petri contendo trypticase soy agar
(TSA). E possivel observar que nos locais onde ndo houve crescimento bacteriano, o niimero
do poco aliquotado fica transparente correspondendo ao resultado obtido na CIM pelo método
de microdiluicdo. No entanto, o resultado que pode ser confirmado pelos locais onde ocorreu o
crescimento bacterianos ficaram manchados para os respectivos po¢os. A andlise foi realizada

em duplicata.

Figura 15 — Teste de desafio da CIM

P. aeruginosa S. aureus

a) Aloe vera

b) Calendula officinalis

¢) Matricaria recutita

AV: Aloe vera | MR: Matricaria recutita | CO: Calendula officinalis |
SA: S. aureus | PA: P. aeruginosa | EC: E. coli.
Fonte: Elaboragdo prépria.
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8.4 Incorporacao de extratos vegetais em membranas de Celulose Bacteriana (mCB) e
Fibroina de Seda (FS)

A Figura 16 mostra o resultado obtido em mg/mL em funcéo do tempo da capacidade
de absorc¢éo dos ativos vegetais na mCB n=6. A mCB contendo o extrato vegetal de M. recutita
apresentou a maior capacidade de incorporacdo (268%), entretanto, a mCB contendo extrato
vegetal de A. vera apresentou uma capacidade de incorporagao de 225%, estando préximo ao
valor maximo de incorporacdo obtido. A mCB contento extrato vegetal de C. officinalis foi a
que apresentou menor capacidade de incorporacdo do ativo, ficando em 76%.

Analisando a Figura 16 observamos que a porcentagem de incorporagdo na mCB varia
conforme o extrato vegetal empregado. Acreditamos que a composi¢do molecular de cada
extrato vegetal influencie a afinidade deste pela mCB, influenciando diretamente na sua

efetividade contra os microrganismos estudados (GODINHO, 2014).

Figura 16 — Capacidade de incorporacdo dos extratos vegetais em massa percentual das mCB
avaliadas (n=6)
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C. officinalis: Calendula officinalis | A. vera: Aloe vera | M. recutita: Matricaria recutita | mCB:membrana de
celulose bacteriana | DP: Desvio padréo
Fonte: Elaboracdo propria.

Os desvios padréo apresentados na Figura 16 sdo resultantes da exposi¢cdo das folhas
betas da fibroina. As folhas betas sdo insoltveis em agua dificultando a homogeneizacéo dos
extratos nos FH-FS.

A Figura 17 apresenta a incorporacdo dos extratos vegetais na mCB.
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Figura 17 — mCB obtida e incorporada com extratos vegetais

Aloevera Calendula officinalis Matricariarecutita

mCB: membrana de celulose bacteriana
Fonte: Elaboracdo prépria.

Os filmes de FH-FS obtidos com a incorporagéo dos extratos vegetais sao demonstrados
na Figura 18. Para que volumes diferentes de cada extrato pudessem ser adicionados a disperséo
de FH-FS+PEG 400 0,26% e vertida em placa de petri estéril de poliestireno para a formacéo

de filme.

Figura 18 — FH-FS obtido e incorporado com extratos vegetais

Aloevera Calendula officinalis Matricariarecutita

FH-FS: filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda.
Fonte: Elaboracdo propria.

8.5 Atividade antimicrobiana através da difusdo de extratos vegetais padronizados

incorporados em mCB e FH-FS

Para padronizagédo do inoculo utilizado no teste de sensibilidade por difusdo em &agar
pelo método turbidimétrico a absorbancia obtida por densidade optica foi 0.088, 0.085, 0.084
para as bactérias S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, respectivamente, em um numero de onda
de 625 nm.
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A Figura 19 e a Tabela 6 mostram os resultados obtidos no ensaio de sensibilidade por
difusdo em &gar dos extratos vegetais de A. vera, C. officinalis e M recutita contra 0s
microrganismos P. aeruginosa, S. aureus e E. coli.

O resultado obtido para o extrato vegetal de A. vera, quando incorporado na mCB inibiu
0 crescimento microbiano na area de contato com formacdo do halo de inibicdo para os
microrganismos P. aeruginosa e S. aureus, com halos de inibicdo de 16 mm e 15 mm,
respectivamente. A mCB contendo extrato vegetal de C. officinalis apresentou halo de inibicéo
de 8 mm contra 0 microrganismo S. aureus, ndo demonstrando halo de inibi¢do contra P.
aeruginosa. No entanto, nenhuma das mCB contendo o0s extratos vegetais estudados
demonstraram atividade antimicrobiana contra o microrganismo E. coli.

O extrato vegetal de M. recutita quando incorporado na mCB néo apresentou halo de
inibicdo para nenhuma das cepas avaliadas neste estudo. O fato dos extratos vegetais estudados
exercerem atividade antimicrobiana quando ndo incorporados na mCB pode estar relacionado
a afinidade do polimero pelo extrato, ndo havendo a liberagdo do extrato.

A capacidade de difusdo dos extratos vegetais incorporados em papel filtro a partir da
CIM obtida e através da mCB, podem ser avaliadas distintamente.

Enquanto que para o disco de papel filtro foram adicionados apenas 30 pl, baseado na
CIM obtida para as cepas E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, das solucdes de A. vera e M.
recutita em uma concentracao de 500 mg/mL e C. officinalis 800 mg/mL. No entanto, nenhum

dos extratos vegetais adicionados no disco de papel filtro obteve halo de inibicéo.
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Figura 19 — Difusdo em agar da mCB incorporada com extratos vegetais

P. aeruginosa S. aureus E. coli

a) Aloe vera

. : =
% HI 16mm HI 15mm 2 @
% HI 16 1smm 2 w?

b) Calendula officinalis

¢) Matricariarecutita

AV: Aloe vera | MR: Matricaria recutita | CO: Calendula officinalis |

SA: S. aureus | PA: P. aeruginosa | EC: E. coli |

H,O: Agua estéril | ATM: Antimicrobiano (Penicillin 10.000 Ul/mL — Streptomycin 10 mg/mL) |
NT: Néo teve halo de inibi¢do | HI: halo de inibicéo.

Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela 6 — Atividade antimicrobiana das membranas contendo extrato vegetal padronizado de
Aloe vera, Calendula officinalis e Matricaria recutita por meio do método da difusdo em agar

MICRORGANISMOS EXTRATOS VEGETAIS
Aloe vera Calendula officinalis Matricaria recutita
P. aeruginosa S=16 mm R R
S. aureus S=15mm S=8mm R
E. coli R R R

S: Sensivel | R: Resistente
Fonte: Elaboragdo propria.

O extrato etanolico de M. recutita mostrou a zona inibitéria maxima de 14,3 mm contra
E. coli e 15,6 mm contra S. aureus com concentragao de 20 pg/mL. Os extratos metandlicos
de M. recutita mostraram uma zona inibitoria maxima de 12 mm contra E. coli e 13,6 mm

contra S. aureus a uma concentrac¢ao de 12 pg/mL. Sendo assim, podemos sugerir que o extrato
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etandlico pode ter maior potencial antibacteriano para S. aureus em comparacdo com E. coli
mesmo em concentragdes diferentes (MUNIR et al., 2014).

O método de difusdo em agar do FH-FS, demonstrados na Figura 20, em trés diferentes
concentracdes de cada extrato vegetal ndo apresentaram halo de inibicdo quando submetidos a
difusdo em 4gar contra as cepas microbianas analisadas neste estudo.

O FH-FS comparado com a mCB incorporada com os extratos vegetais distinguem-se
em relacdo a atividade antimicrobiana apresentada. Fato este, pode estar correlacionado
principalmente entre os diferentes biopolimeros utilizados os quais possuem distintas

afinidades com os extratos vegetais.

Figura 20 - Difusdo da FH-FS incorporada com extratos vegetais

a) Aloe vera b) Calendula officinalis ¢) Matricaria recutita

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus

a) Aloevera (C1: 10 mg/mL; C2: 20 mg/mL; C3: 40 mg/mL) | b) Calendula officinalis (C1: 20 mg/mL; C2:
40 mg/mL; C3: 80 mg/mL) | ¢) Matricaria recutita (C1: 10 mg/mL; C2: 20 mg/mL; C3: 40 mg/mL)

FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis | MR: Matricaria
recutita | EC: E. coli | PA: P. aeruginosa | SA: S. aureus |

ATM: Antimicrobiano (Penicillin 10.000 UI/mL — Streptomycin 10 mg/mL) | NT: N&o teve halo de inibicéo |
C1: Concentragdo 1 | C2: Concentragéo 2 | C3: Concentragdo 3 | H.O: Agua estéril.

Fonte: Elaboragéo propria.
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8.6  Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho obtidos dos FH-FS sem adigédo de extratos vegetais sdo
apresentados na Figura 21. Os espectros obtidos para os FH-FS puro apresentados na Figura
21a foram de 1.647 cm™ para amida | (estiramento C=0); 1.539 cm™ para amida Il referente a
deformacgéo (N-H), indicando a conformacao estrutural das folhas B da seda II ¢ alongamento
em 1.240 cm™ (C-N) para a amida I1l. Os estiramentos encontrados para os FH-FS puro por
FTIR estdo proximos com os descritos na literatura (VARKEY et al., 2015; MORAES et al.,
2010; RIBEIRO et al., 2015).

A presenca dos grupamentos caracteristicos das estruturas de seda | e Il da FS séo

encontrados nos FH-FS puro.

Figura 21 - FTIR das amostras de FH-FS sem adicdo dos extratos vegetais

a) Fibroina pura
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b) PEG 400
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c) Fibroina + PEG 400

287779

328670

—_—
1521,84
1 tﬁ]

1624,06

v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda em'!

a) Fibroina de Seda pura | b) PEG400 | ¢) Fibroina de Seda + PEG400
FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | PEG400: Polietilenoglicol
Fonte: Elaboragao propria.
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As bandas de absorcéo identificadas na literatura para o0 PEG apresentam uma banda
larga entre 3.550 cm™!, a qual esta ligada com os grupos hidroxilas terminais e as bandas de
3.010 a 2.955 cm™, pertencentes aos grupos de dueto C—H e CH. O estiramento C-H do grupo
CH, foi de 2885 cm™. A banda de 1.762,6 cm™ relaciona-se ao estiramento do grupo C=0. A
absorcdo de 1.186-1.089,6 cm™ relaciona-se ao estiramento do grupo C-O (LI et al., 2001;
CORTES et al., 2013). O PEG 400 demonstra um pico de absorcio que se alonga entre 2.886
cm™ta3.749 cm, este ¢ atribuido ao grupamento CH,- CH2 (ADALI et al., 2013).

Os espectros observados neste estudo para o pico de maior absor¢do de PEG 400 foi
3.437 cm referente ao grupamento O-H representados na Figura 21b.

Para os FH-FS+PEG 400 (Figura 21c), foi observado picos de absor¢io em 1.624 cm™
referente a amida I; 1.521 cm-! para amida I, indicando a conformagcao estrutural das folhas B
da seda Il; 1.246 cm™ referente a amida 111. O pico de absor¢do em 3.286 cm™ refere-se a
deformacéo axial de C-H do PEG400.

Os espectros dos FH-FS puro comparado com os FH-FS+PEG 400 (Figura 21c) sdo
similares, pois em ambos aparecem estiramentos relativos a FS e PEG 400. Porém, nota-se que
0s picos de absorcdo foram deslocados, resultado de uma possivel interacdo entre os compdsitos
da FS com PEG 400.

O espectro de absorcdo obtido para extrato de A. vera (Figura 22b) apresentou picos de
absorcdo de 1.651 cm™ relativo as deformac@es axiais de amidas primarias (C=0) e 1.552 cm’
! 0s quais sdo atribuidos a duplas ligagGes aromaticas, presentes na Aloe vera. Picos de absorgéo
aproximados foram descritos na literatura, onde bandas de absorcad entre 1.600—1.480 cm™
referem-se as deformacOes axiais de amidas secundarias (N-H). Enquanto que, o pico de
grupamento carboxilico em &cido hexadecandico de A. vera aparece em 1.693 cm
(SAIBUATONG; PHISALAPHONG, 2010; GHAYEMPOUR; MONTAZER; RAD, 2016).
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Figura 22 - FTIR das amostras de FH-FS+ extrato vegetal de A. vera + PEG400

a) Fibroina + PEG 400

287179

328570

T
b) Extrato de Aloe vera U
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¢) Fibroina + extrato de dloe vera+ PEG 400
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a) Fibroina de Seda + PEG 400 | b) Extrato vegetal de Aloe vera |

c) Fibroina de Seda + extrato vegetal de Aloe vera + PEG 400

FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | PEG 400: Polietilenoglicol | A. vera: Aloe vera
Fonte: Elaboragdo propria.

Os picos de absorcdo obtidos dos FH-FS + extrato de Aloe vera + PEG 400 (Figura 22c¢)
foram de 1.624 cm™ para a amida I; 1.527 cm-! para amida Il, sugerindo & conformacdo das
folhas B da seda II; 1.244 cm™ para a amida Ill. Os picos de absorcdo obtidos de FH-FS +
extrato de extrato de Aloe vera + PEG 400 foram deslocados indicando uma provavel interacdo
guimica entre os componentes da formulacéo.

O extrato vegetal de C. officinalis (Figura 23b) exibiu um pico de absor¢cdo em 3.371
cm?, sendo este atribuido ao estiramento - OH da hidroxila fendlica. A banda de absorgio em
aproximadamente 2.933 cm™ esté relacionada a vibragdo de deformacéo axial da ligagio C—H.
Os picos de absorcéo entre 3.371 cm™ e 2.933 cm™ originam-se da deformagéo axial assimétrica
(vas CH2) e da ligacdo simétrica (vs CH.). A absorcdo em 1.645 cm™ é referente ao grupamento
C=0, referindo-se a uma das bandas livres de interferéncia e maior reconhecimento do espectro
de infravermelho (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015).
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A banda de absorcdo em 1.654 cm™ é atribuida ao estiramento da carbonila (C=0) da
rutina. Contudo, neste estudo, a banda de absor¢do observada para o extrato vegetal de C.
officinalis foi deslocada para 1.645 cm™ e o pico de absor¢io para o anel fenil C=C em 1.452
cm® (JIN et al., 2007).
O pico de absor¢éo caracteristico da deformacgdo axial do grupo funcional (C-O) foi
1.045 cm’, enquanto a banda de absorcdo foi em torno de 1.336 cm™ a qual remete-se ao
estiramento C-O. Para a deformacéo angular assimétrica no plano do grupo metila, o pico de
absorcéo foi 1.452 cm™. Com intensidade média, revela-se o pico em 1.398 cm™ referente a

deformacdo angular simétrica do grupamento metila -CH3 (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2015).

Figura 23 - FTIR das amostras de FH-FS + extrato vegetal de C. officinalis + PEG 400

a) Fibroina + PEG 400

287179

328670

b) Extrato de Calendula officinalis

c) Fibroina + extrato de C. gfficinalis + PEG 400

1624.06

[ T S U SRR PR S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda cm'?

a) Fibroina de Seda + PEG 400 | b) Extrato de C. officinalis | ¢) Fibroina + extrato de C. officinalis + PEG 400
FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | PEG 400: Polietilenoglicol |
C. officinalis: Calendula officinalis

Fonte: Elaboragao propria.
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Os picos de absorcao especificos dos FH-FS+PEG 400+extrato de C. officinalis (Figura
23c) foram de 1,624 cm™ relativo a amida I; 1.523 cm-* para amida |1, indicando & conformagao
das folhas B da seda Il; 1.247 cm™ para a amida 111 da FS. O estiramento obtido neste estudo
para a identificacdo do PEG 400 no FH-FS+PEG+extrato de C. officinalis deslocou-se de 2.872
cm (grupamento CH2-CH2) para 2.877 cm™. O extrato vegetal de C. officinalis manteve um
pico de absorcdo em 3.288 cm™ o qual confere-se ao grupamento —OH. Porém, o espectro da
banda de absorcao relacionada a deformacao axial da ligagdo C—H foi deslocado para 2.914
cm?, quando comparado ao extrato vegetal de C. officinalis. O pico de absorcéo referente ao
anel fenil (C=C) manteve-se em 1.452 cm™.

Os espectros do extrato seco e da solugdo de M. recutita demonstrados na Figura 24 (b,
¢) apontou um pico de absorgédo entre 1.024 e 1.105 cm™ referente a presenca de grupos de
polifendis. Para o grupo dominante, as bandas foram entre 1.080 e 1.153 cm e para as bandas
intensivas 1.645 e 1.419 cm™. A banda de absor¢do em 1.645 cm™ é responsavel pela presenca

dos grupamentos tipicos C-O e C-C para compostos polifendlicos (BIJACK et al., 2013).

Figura 24 - FTIR das amostras de FH-FS + extrato de M. recutita + PEG 400

a) Fibroina +~ PEG 400
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a) Fibroina de Seda + PEG 400 | b) Extrato seco de M. recutita | ¢) Solucdo de M. recutita | d) Fibroina + M. recutita + PEG 400
FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | PEG 400: Polietilenoglicol | M. recutita: Matricaria recutita
Fonte: Elaboracéo propria.
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A banda em 1.716 cm™ presente no espectro de infravermelho pertence a vibracio de
alongamento C=0, sendo este atribuido a presenca de matricina. Alem disso, a banda de
absorcdo em 1.024 cm pertence ao trecho de O-C-C, atribuido ao estiramento do éster
(matricina). Em outros estudos, foram relatados picos entre 1.770 e 1.720 cm™ nos espectros,
cuja intensidade variou de médio a forte, sendo caracteristica do extrato de M. recutita. A banda
em 1.789 cm™ refere-se ao alongamento C=0 (CIKO et al., 2016). No entanto, a banda de
absorc&o neste estudo, deslocou-se para 1.795 cm™.

Os picos de absorcdo obtidos para o FH-FS+extrato de M. recutita+PEG 400,
apresentado na Figura 24d, foram de 1.625 cm™ para a amida I. Para amida I1 1.550 cm-* o qual
foi levemente deslocado, indicando & conformagio das folhas B da seda II; 1.259 cm™ para a
amida Il da FS. O estiramento para a identificacdo do PEG 400 no FH-FS+extrato de
Matricaria recutita+PEG 400 obteve um pico de absorgdo em 2.926 cm™.

As Figuras 25, 26 e 27 apresentam os espectros de infravermelho obtidos das mCB com
ou sem extratos vegetais. As mCB foram analisadas por FTIR combinada com refletancia total
atenuada (ATR) com o objetivo de caracterizar quimicamente e identificar os grupos funcionais

presentes nas amostras.

Figura 25 - FTIR da mCB + extrato de A. vera
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Fonte: Elaboragao propria.
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Paraa mCB pura (Figura 25a, 26a e 27a) as principais bandas de absorcéo obtidas foram
3.346 cm™ referente ao estiramento O-H; 2.897 cm referente ao estiramento C-H; 1.639 cm
referente a deformacdo OH e 1.035 cm™ referente a deformagdo C-O. Sendo estas, bandas
préximas as encontradas por Barud et al. (2011). Observam-se, também que 0s espectros
obtidos estdo proximos aos descritos na literatura, onde bandas de absor¢do na regido em 1.544
e 1.359 cm™ referente ao grupamento NHz; esta banda esta associada a deformagdo axial do
grupamento funcional C=0 assim como a deformacéo do grupamento NH> de amidas primarias
e secundarias (DELERIS; PETIBOIS, 2003; LIN et al., 2013; GODINHO, 2014).

As bandas de absorgéo presentes na regido de 1.639 cm™ na mCB+extrato de Aloe vera
(Figura 25c) podem ser atribuidas a presenca de grupo amino e de grupos amidas primarias e
secundarias. Os estiramentos em 1.473 cm™ conferem deformacgbes axiais de amidas
secundarias N-H presentes no extrato de A. vera (KLEMM et al., 2001; SAIBUATONG;
PHISALAPHONG, 2010). O pico de absorcdo encontrado em 1.035 cm™ para mCB pura
referente a deformagdo C-O foi deslocado para 1.045 cm™ quando incorporado o extrato de
Aloe vera. Desta forma, podemos identificar bandas de absorcdo tanto do extrato de A. vera
como da mCB pura.

A mCB+extrato de M. recutita (Figura 26¢) manteve os estiramentos caracteristicos do
extrato de M. recutita com pequeno deslocamento entre os picos obtidos quando né&o
incorporado o extrato vegetal na mCB. Os picos de absor¢cdo foram deslocados para 1.033 e
1.109 cm™ referente os grupos de polifendis presentes no extrato de M. recutita. O grupo
dominante de bandas obtiveram 1.076 e 1.157 cm™ e as bandas intensivas 1.653 e 1.423 cm™.
A banda de absor¢do em 1.653 cm™ é responsavel pela presenca dos grupamentos tipicos C-O
e C-C, para compostos polifendlicos (BIJACK et al., 2013).

Pequenos deslocamentos foram obtidos para as bandas de absorcdo na mCB+M. recutita
(Figura 26¢) em 3.344 cm™ referente ao estiramento O-H; 2.893 cm™ referente ao estiramento
C-H; 1.653 cm™ referente a deformacio OH e 1.033 cm™ referente a deformagéo C-O (BARUD
etal., 2011).
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Figura 26 - FTIR da mCB + extrato de M. recutita
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A mCB+extrato de C. officinalis (Figura 27c) teve um leve deslocamento no pico de
absorcdo em 3.367 cm™ atribuida ao grupamento —OH quando comparada a mCB pura (Figura
25a, 26a e 27a). No entanto, o espectro da banda de absorcéo relacionada a deformacéo axial
da ligacdo C—H foi deslocado em 2.929 cm™, quando comparado ao pico obtido apenas para o
extrato vegetal de C. officinalis. A banda de absorcéo observada para o extrato de C. officinalis
puro foi deslocada de 1.645 cm™ para 1.641 cm™ quando incorporado na mCB. O pico de
absorcao referente ao anel fenil (C=C) obteve um leve deslocamento para 1.454 cm™. A banda

de absor¢do em 1.035 cm™ caracteristica da mCB foi deslocada para 1.045 cm™.
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Figura 27 - FTIR da mCB + extrato de C. officinalis
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8.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Os termogramas dos FH-FS foram obtidos por andlises de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) com e sem adi¢do de extratos vegetais, 0s quais sdo demonstrados na Figura
28 (a, b, ). Os FH-FS pura e FH-FS+PEG 400 apresentaram um pico endotérmico préximo a
283 °C relativo a degradacéo térmica de FS em temperaturas inferiores a 290 °C sdo especificos
da FS amorfa, ou seja, a seda | (MORAES et al., 2010).

O FH-FS+PEG 400 obteve dois eventos onde o primeiro ocorreu aproximadamente em
120 °C representando um evento endotérmico e um segundo pico foi visto em aproximadamente
290 °C no DSC, o qual esté relacionado com a decomposi¢éo da estrutura da fibroina.

O mesmo evento endotérmico proximo a 283 °C é observado no FH-FS+A. vera+PEG
400 (Figura 28a), porem com menor intensidade, 0 que pode estar associado a uma menor
estabilidade fisico-quimica obtida pela incorporacdo da A. vera na formulacdo. O evento
endotérmico em aproximadamente 120 °C presente no termograma FH-FS+PEG 400 (Figura
28a, b, c) esta ausente no FH-FS+A. vera+PEG 400 (Figura 28a).
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O mesmo evento endotérmico da FS proximo a 283 °C também é observado no FH-
FS+C. officinalis+PEG 400 (Figura 28b), mas com menor intensidade quando comparado ao
FH-FS pura e FH-FS+PEG400. Devido a menor estabilidade fisico-quimica obtida pela
incorporacdo dos extratos de C. officinalis e A. vera na formulacéo.

O FH-FS incorporado com extrato vegetal de C. officinalis (Figura 28b) demonstrou um
evento endotérmico em aproximadamente 140 °C presente no termograma do FH-FS+C.
officinalis+tPEG 400, pico proximo ao alcancado também no FH-FS+PEG 400
(aproximadamente 120 °C), promovendo um aumento da estabilidade fisico-quimica quando
comparado a incorporagédo do extrato vegetal de C. officinalis na formulagé&o.

Os termogramas dos FH-FS+M. recutita+PEG 400 observados na Figura 28c obteve um
pico de absorcdo proximo a 283 °C porém com menor intensidade quando comparado com ao
FH-FS pura e FH-FS+PEG 400. Fato este que também pode estar correlacionado a menor
estabilidade fisico-quimica obtida pela incorporagdo da M. recutita na formulacéo.

O evento endotérmico em aproximadamente 120 °C presente no termograma FH-
FS+PEG 400 esta ausente no FH-FS+M. recutita+PEG 400.

Sendo assim, a andlise de DSC demonstrou que a incorporacdo dos extratos vegetais

reduz levemente a intensidade da estabilidade fisico-quimica da fibroina de seda.

Figura 28 - Termogramas das amostras de FH-FS
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FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | PEG: Polietilenoglicol 400 | M. recutita: Matricaria recutita
Fonte: Elaboragdo propria.
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A andlise dos termogramas da mCB pura e incorporada com os extratos vegetais de A.
vera, C. officinalis e M. recutita sdo demonstrados na Figura 29 (a, b, c).

A mCB pura apresentou um leve pico endotérmico na faixa de temperatura de 45 °C.
Este evento pode ser atribuido a desidratacdo da membrana ou a evaporacédo de agua.

Um outro evento acentuado foi observado na faixa de temperatura que compreendeu o
intervalo de 250 °C a 350 °C. Esse pico foi observado na curva de DSC através de um pico
exotérmico em aproximadamente 340 °C, o qual esté relacionado a processos de degradacédo da
celulose (GEORGE et al., 2005).

O termograma da mCB+A. vera (Figura 29a) apresentou picos exotérmico em
aproximadamente 100 °C e endotérmico em aproximadamente 145 °C. O pico exotérmico
encontrado em aproximadamente 340 °C na mCB pura foi observado na mCB incorporada com
extrato de A. vera em aproximadamente 330 °C, o qual esta relacionado a degradacdo da mCB.

No entanto, o termograma da mCB+C. officinalis (Figura 29b) apresentou pico
endotérmico em aproximadamente 120 °C.

A mCB+M. recutita (Figura 29c) apresentou picos endotérmicos em aproximadamente

60 °C e 230 °C e exotérmicos em aproximadamente 175 °C e 290 °C.

Figura 29 - Termogramas das amostras de mCB

a) b)
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mCB Pura

mCB+ Aloe vera
mCB+ Extrato de Calendula officinalis

r T T T
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o 100 200 300 0 100 200 300
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s a) mCB pura | mCB + Aloe vera

b) mCB pura | mCB + Calendula officinalis

¢) mCB pura | mCB + Matricaria recutita

mCB+Matricaria recutita

r T T T
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Temperatura

mCB: membrana de celulose bacteriana
Fonte: Elaboragdo propria.
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8.8 Auvaliacado macroscoépica

Os FH-FS apresentaram aspectos macroscopicos positivos, atendendo aos requisitos de
integridade, auséncia de bolhas de ar e resisténcia a manipulacdo manual. No entanto, nédo
houve total homogeneizacdo dos FH-FS quando adicionados de extratos vegetais. Os pesos

médios dos FH-FS sdo representados na Figura 30.

Figura 30 - Média dos FH-FS obtidos em gramas (g)
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DP: Desvio padrdo | CO: Calendula officinalis | MR: Matricaria recutita | AV: Aloe vera |
PEG 400: Polietilenoglicol 400 | FH-FS: filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda.
Fonte: Elaboracéo propria.

8.9 Propriedades fisiomecanicas

As propriedades fisiomecénicas de um material sdo analisadas a partir da aplicacdo de
uma deformacdo ou tensdo. Quando uma tensdo ou deformacdo é constante, 0s ensaios sao
classificados como estaticos. No entanto, um ensaio de tensdo ou deformacao sdo destrutivos,
pois ocorre a ruptura do corpo de prova (CASSU; FELISBERT]I, 2005).

As propriedades mecénicas foram avaliadas utilizando texturémetro (Stable Micro
Systems — TA-XT Plus Analyzer. Surrey, Reino Unido), conforme apresentado na Figura 31.

Sendo, a Figura 32 uma ilustracéo do ensaio de tragdo mecénica.
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Figura 31 —Texturdmetro (Stable Micro Systems—TA-XT Plus Analyzer. Surrey, Reino Unido)

Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 32 — Foto ilustrativa do ensaio de tragdo mecénica
v o> — w 7 v

s "l “a.. oA

Fonte: Elaboracéo propria.

Os resultados da avaliagdo da resisténcia mecanica dos FH-FS a perfuracéo, tracéo,
resiliéncia e relaxacdo bem como o tempo de resisténcia a cada medida de forca em funcéo do

tempo, séo representados na Tabela 7 e Figura 33 (a, b, c, d).

Tabela 7 — Média das propriedades fisiomecanicas de FH-FS em triplicata

Tracdo (N) Relaxacao (N) Resiliéncia (N) | Perfuracéo (N)
FH-FS+PEG 400 17,89 + 1,00 4,45+ 0,45 9,06 +0,41 19,81+1,54
FH-FS+AV+PEG 400 22,78 £ 3,43 4,27 0,61 4,78 £0,08 10,31+£1,23
FH-FS+MR+PEG 400 16,66 + 3,43 7,63 +0,55 6,20 0,16 12,72 + 0,48
FH-FS+CO+PEG 400 12,17+ 1,28 3,41+0,14 7,34 0,29 17,48 £ 0,84

FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | N: Forca em Newton | PEG 400: Polietilenoglicol 400|
AV: Aloe vera | MR: Matricaria recutita | CO: Calendula officinalis
Fonte: Elaboragdo prépria.
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Figura 33 - Média das propriedades fisiomécanicas dos FH-FS
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FH-FS: filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis | MR: Matricaria
recutita | DP: Desvio Padrdo | PEG 400: Polietilenoglicol 400 | N: Newton.

Nota: Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferencga entre as médias.

Fonte: Elaboracdo propria.

Considerando a relagdo entre os resultados FH-FS+A4. veratPEG 400, apresentaram
maior resisténcia a tracdo (Figura 33a), isto pode ser devido a presenca da mucilagem da A.
vera a qual melhorou a capacidade de deformacdo elastica e plastica dos FH-FS, quando
comparados aos FH-FS+PEG 400. O extrato vegetal de 4. vera favoreceu a formagdo de
interagdes entre as cadeias poliméricas levando ao aumento da for¢a de tracdo do FH-
FS+AV+PEG 400. Contudo, essa diferenca ndo é estatisticamente significante (p>0,05),
mostrando que a incorporacao do extrato vegetal ndo altera a resisténcia a tracéo e ruptura.

A ruptura dos FH-FS envolve a quebra das ligacfes entre as cadeias poliméricas, a
diminuicdo da rigidez dos FH-FS obtidos nos ensaios de perfuracéo (Figura 33d) mostra que a
incorporacdo dos extratos vegetais nos FH-FS+PEG 400, resultou em diferenca estatisticamente

significante (p<0,05) entre as amostras, exceto para as amostras contendo extrato vegetal de A.
vera e M. recutita.
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Isoladamente todos os filmes hidrogelatinosos suportam mais de 1 Kg de presséo sobre
uma pelicula de 3 x 2 cm.

A analise de resiliéncia € um conceito relacionado a propriedade de que séo atribuidos
alguns materiais de acumular energia quando submetido a um estresse sem ocorrer ruptura
(ALMEIDA et al., 2015). E possivel observar que houve uma diminuicdo na propriedade
elastica dos FH-FS ap0s a incorporacao dos extratos vegetais.

A propriedade de resiliéncia (elasticidade) dos FH-FS esta diretamente relacionada com
a resisténcia a manipulacao industrial ou manual pelos possiveis usuarios. Os FH-FS+PEG 400
apresentou maior valor de resiliéncia (Figura 33b), medida que estd relacionada com a
capacidade de sofrer uma deformagdo sem sofrer alteragdo, quando comparado ao FH-FS+PEG
400 com adi¢do de extrato vegetal. Isso indica que o PEG 400 promoveu um aumento da
elasticidade dos FH-FS. No entanto, ha diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre
todas as amostras.

O resultado da avaliagdo da relaxacdo dos FH-FS (Figura 33c) indica que ap6s adi¢ao
dos extratos vegetais houve uma reticulacdo entre as cadeias poliméricas, onde esse pardmetro
esta diretamente relacionado com a disposicao destas cadeias e consequentemente com a taxa
de liberagdo de farmacos.

Da mesma forma, manter as propriedades de relaxacéo (flexibilidade) contribui para a
adequagcdo do filme durante o movimento corporal do paciente.

Entretanto, ndo ha diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre as amostras
analisadas, exceto para a amostra de FH-FS+MR+PEG 400 que ha diferengas estatistica
significante (p<0,05).

A Figura 34a apresenta os resultados da avaliagdo da relaxagao das mCB indicando que,
apos a adi¢do dos extratos vegetais houve um aumento da flexibilidade nas mCB+A4. vera e
mCB+C. officinalis, com exce¢do da mCB+M. recutita e mCB pura. Porém, ndo ha diferenga
estatisticamente significante (p>0,05) entre as amostras MCB+ 4. vera e mCB+ C. officinalis e
entre mCB+ M. recutita € mCB pura. A mCB pura apresentou maior valor de resiliéncia,
medida que esté relacionada com a capacidade de sofrer uma deformagdo sem sofrer alteragao,
quando comparado a mCB com adi¢do de extrato vegetal. No entanto, ha diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) entre as amostras, apresentadas na Figura 34b.

Na Tabela 8 sdo demonstradas as propriedades fisiomecanicas das mCB.
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Figura 34 - Média mCB pura e com adi¢do de extratos vegetais

Média damCB (Relaxagio) b) Média da mCB (Resiliéncia)
. Media- 1,96
Meédia: 0,99 e o
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DP: 0,05 &
: Meédia- 0,29 Média: 0,27
£ DP: 0,03 DP: 0,02
mCB Pura mCB+AV mCB+C.0 mCB+MR mCB Pura mCB+AV mCB+C.0 mCB+ MR

mCB: membrana de Celulose Bacteriana | DP: Desvio Padrdo | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis |
MR: Matricaria recutita | N: Newton.

Nota: Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferenca entre as médias.

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 8 — Propriedades fisiomecanicas mCB

Tracdo (N) Relaxagdo (N) Resiliéncia (N) Perfuracdo (N)
mCB pura NR 0,49+0,07 1,96+0,23 NR
mCB + AV NR 0,99+0,19 0,9940,19 NR
mCB + MR NR 0,33+0,05 0,2740,02 NR
mCB + CO NR 0,9840,13 0,2940,03 NR

mCB: membrana de Celulose Bacteriana | N: newton | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis |
MR: Matricaria recutita | NR: N&o realizado | +: Desvio padrdo
Fonte: Elaboracdo propria.

Comparando as propriedades fisiomecanicas apresentadas pelos FH-FS e mCB foi

possivel constatar que as mCB sdo mecanicamente menos resistentes.

8.10 Propriedades mucoadesivas

O termo mucoadesdo pode ser usado para se referir ao subgrupo de bioadesdo e, mais
especificamente, nos casos em que a formulacdo interage com a camada de muco que recobre
o tecido mucosal. A maioria dos métodos sdo baseados na mimetizagdo das condicdes in vivo.
Os parametros de mucoadesao podem ser avaliados por diferentes metodos in vivo, ex - vivo ou
in vitro, as medidas das propriedades de mucoadesao é medida pelo tempo de contato ou pela
forca requerida para separar a formulagéo do tecido (ex - vivo) ou de discos de mucina (in vitro)
(CHIVA CARVALHO; CHORILLI; DAFLON GREMIAO, 2014).

A Figura 35a, apresenta os resultados obtidos para as propriedades mucoadesivas dos
FH-FS. A presenca de extrato vegetal de A. vera (FH-FS+PEG400+AV) aumentou
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significativamente (p<0,05) a propriedade mucoadesiva dos FH-FS+PEG 400 comparados aos
sem adicédo de extrato vegetal. Fato este pode estar correlacionado a presenca da mucilagem de
A. vera. Porém, a presenca dos extratos vegetais de C. officinalis e M. recutita (FH-FS+PEG+C.
officinalis e FH-FS+PEG+M. recutita) ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05)
quanto a propriedade mucoadesiva quando comparadas aos FH-FS+PEG400. Assim, a
formulacdo de filmes hidrogelatinosos com maior potencial para propriedade mucoadesiva é a
formulacdo contendo extrato vegetal de A. vera.

A Figura 35b, apresenta os resultados obtidos para as propriedades mucoadesivas da
mCB. A presenca de extrato vegetal de C. officinalis (mCB+C. officinalis) aumentou
significativamente (p<0,05) a propriedade mucoadesiva da mCB quando comparada a mCB
com extrato de A. vera e M. recutita. No entanto, ndo ha diferencas estatisticamente
significantes (p>0,05) entre as amostras de mCB pura quando comparadas a mCB com extrato

vegetal de C. officinalis, A. vera e M. recutita.

Figura 35 — Média mucoadesao FH-FS e mCB

Média Mucoadesio FH-FS b) Meédia Mucoadesio mCB
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mCB Pura mCB+ AV mCB+ C. O. mCB+MR

DP: Desvio Padréo | FS: Fibroina de Seda | FH-FS: filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | mCB: membrana
de celulose bacteriana | N: Newton.

Nota: Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferencga entre as médias.

Fonte: Elaboragao propria.

As propriedades mucoadesivas apresentadas pelos FH-FS e mCB mostram que as mCB
possuem um aumento da propriedade mucoadesiva quando comparada aos FH-FS exceto para
a amostra de FH-FS+PEG400+AV, a qual pode estar relacionada a melhor biocompatibilidade

da mucilagem com o biopolimero empregado.
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8.11 Espectrofotometria em numero de onda na regido UV e construcdo da curva

analitica para os extratos vegetais

A varredura espectral de absor¢do no UV - visivel mostrou o pico maximo de absorcao
dos nimeros de onda dos extratos vegetais determinadas por espectroscopia UV (A=255 nm)
para A. vera (YANG; YAO; FANG, 2010), espectroscopia UV (A=350 nm) para C. officinalis
(NUNES, 2008) e espectroscopia UV (A=270 e 320 nm) para M. recutita (ZAGUE et al., 2009).
Os métodos analiticos para quantificacdo dos extratos vegetais foram aceitos pela confirmacao
da linearidade na faixa de 0,1 a 1,4 mg/mL* para A. vera, linearidade na faixa de 0,4 a 4,2
mg/mL? para C. officinalis e linearidade na faixa de 20 a 300 pg/mL™* para M. recutita. Os
resultados das médias de duas determinacdes obtidos com a curva analitica séo apresentados na
Figura 36. O coeficiente de correlacéo linear (r) foi determinado conforme Tabela 9 indicando

relacdo funcional linear entre a concentracdo dos extratos vegetais e as respectivas bandas de

absorcdo.

Figura 36 - Curva Analitica dos extratos vegetais
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A. vera: Aloe vera | M. recutita: Matricaria recutita | C. officinalis: Calendula officinalis
Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela 9 - Valores da equacdo da reta e coeficiente de regressdo da curva analitica dos extratos
vegetais analisados

Parametros avaliados Resultados analiticos

Equacdo da reta Aloe vera y=0,3832x — 0,0089
Coeficiente de correlagdo linear (r) 0,9976

Equacdo da reta Calendula officinalis y=0,1371x — 0,0082
Coeficiente de correlagéo linear (r) 0,9985

Equacdo da reta Matricaria recutita (270 nm) y=0,0035x — 0,007
Coeficiente de correlagéo linear (r) 0,9994

Equacdo da reta Matricaria recutita (320 nm) y=0,0032x — 0,0003
Coeficiente de correlagdo linear (r) 0,9997

Fonte: Elaboracdo prépria.

8.12 Perfil de liberacdo dos extratos vegetais incorporados em FH-FS

O perfil de liberacdo dos FH-FS foi construido para avaliar a liberacdo dos extratos
vegetais durante 5 horas. Para as formulacGes de FH-FS+AV+PEG 400 (Figura 37a) e FH-
FS+CO+PEG 400 (Figura 37b) o percentual de liberacdo ao longo de 300 minutos é em média

de 47% e 65%, respectivamente.

Figura 37 — Perfil de liberacdo dos extratos vegetais de AV e CO
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FH-FS: Filmes hidrogelatinosos de fibroina de Seda | AV: Aloe vera | CO: Calendula officinalis |
PEG400: Polietilenoglicol 400 | M: Média | DP: Desvio padrdo | min.: minutos
Fonte: Elaboragéo propria.
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A andlise desses resultados com base no percentual liberado e no perfil das curvas
mostra que a liberacdo dos ativos vegetais FH-FS+AV+PEG 400 e FH-FS+CO+PEG 400
poderia acontecer gradualmente, por um intervalo de tempo maior que 300 min. A massa dos
extratos vegetais liberada da formulacdo FH-FS+CO+PEG 400 nos 300 min. é maior que a
massa liberada para FH-FS+AV+PEG 400. Este fato pode ser atribuido a afinidade dos
diferentes extratos utilizados pelo polimero. Esse perfil de liberacdo/dissolucdo favorece uma
acao terapéutica mais efetiva do extrato de C. officinalis nos primeiros 300 min., com
manutencdo da acdo terapéutica a partir desse tempo, uma vez que o percentual liberado foi de
65%. Enquanto que para a formulacdo de FH-FS+MR+PEG 400 em dois nimeros de ondas
distintos sdo apresentados na Figura 38 (a, b). O percentual de liberacdo para o niUmero de onda
(270 nm) foi de 110% em apenas 5 minutos. Enquanto que para o nimero de onda (320 nm) o
percentual de liberacdo foi de 72% em 5 minutos. Onde no tempo de 10 minutos, ja havia total

liberacdo do ativo.

Figura 38 — Média perfil de liberacdo do extrato vegetal de MR
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FH-FS: filmes hidrogelatinosos de fibroina de seda | MR: Matricaria recutita | PEG400: Polietilenoglicol 400 |
M: Média | DP: Desvio padréo | min.: minutos
Fonte: Elaboracéo propria.
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A avaliagdo do perfil de liberacdo dos FH-FS incorporado com os extratos vegetais
demonstrou uma liberagdo controlada durante um intervalo de 300 min. Onde os FH-
FS+CO+PEG400 liberou 65% do ativo, enquanto que para FH-FS+AV+PEG400 foi de 47%.
Este fato pode estar relacionado as diferentes afinidades de cada extrato pelo polimero.

Para os FH-FS+MR+PEG400 o percentual foi liberado totalmente em apenas dez
minutos. Este resultado pode ser explicado pela exposicdo das folhas betas da fibroina o que
torna o filme insoldvel em meio aquoso. Neste caso 0s extratos ndo estdo incorporados, mas
adsorvidos na superficie dos filmes.

Entretanto, a mCB incorporada com os extratos vegetais ndo foi apresentada pois, uma
vez que no periodo de cinco minutos ja havia um maior percentual de liberacdo dos extratos
guando comparado com a concentracdo tedrica pré-determinada. Portanto, para que possamos
transpor resultados confiaveis e robustos, se faz necessario a repeticao do perfil de liberacdo da
mCB.
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9 CONCLUSAO

Este estudo teve como finalidade preparar e caracterizar FH-FS reforcados com PEG
400 e mCB adicionados de extratos vegetais padronizados de A. vera, C. officinalis e M.
recutita.

Os resultados obtidos na avaliacdo das propriedades fisiomecanicas dos FH-FS foram
superiores as de mCB. Os FH-FS+PEG400 apresentaram as melhores propriedades
fisiomecanicas, exceto para o ensaio de tracdo FH-FS+PEG400+AV. No entanto, essa diferenca
ndo é estatisticamente significativa quando comparado aos outros filmes. A adicdo dos extratos
vegetais ocorre uma leve reducédo das propriedades fisiomecéanicas. Todos os FH-FS+PEG400
com e sem adicdo de extratos vegetais mostraram-se mais flexiveis.

O perfil de liberacdo controlada apresentado pelos FH-FS permitiu um maior tempo de
liberacdo do extrato, exceto para FH-FS+PEG400+MR.

O metodo de difusdo em agar permitiu identificar que a mCB possui melhor atividade
antimicrobiana quando comparada com FH-FS. Fato este que pode estar relacionado a afinidade
dos extratos vegetais nos diferentes biopolimeros.

Na avalia¢do das propriedades mucoadesivas verificou-se que a mCB apresentou um
aumento da propriedade mucoadesiva quando comparada com o FH-FS, exceto para a amostra
de FH-FS+PEG400+AYV, a qual pode estar relacionada a somatdria do efeito da mucilagem deda
A. vera com o biopolimero empregado.

Os espectros obtidos na analise por FTIR mostraram que as propriedades fisico-quimica
dos extratos ndo foram alteradas na presenca de mCB e FH-FS. Entretanto, os eventos
endotérmicos e exotérmicos observados nos FH-FS e mCB com extrato vegetal sugere uma
leve reducdo da estabilidade fisico-quimica quando comparados sem adicdo de extratos
vegetais.

O conjunto dos resultados obtidos sugerem que 0s materiais utilizados para a obtencao
dos FH-FS e mCB podem ser utilizados para veiculacdo de extratos de plantas medicinais.
Contudo o sucesso do projeto depende do biopolimero escolhido e da técnica de preparacéo.
Ao usar fibroina da seda o procedimento técnico deve ser cuidadosamente escolhido para evitar

exposicao das folhas beta, devido a baixa solubilidade desta conformacéo da fibroina em agua.
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ANEXO A - ALOE VERA

Aprovado Lote: 240616.01818

Fabricagdo: 24-06-2016

Certificado de Anadlise

ALOE VERA GEL CONCENTRADO

Vencimento: 24-06-2017

Data de Aprovagio :13/07/2016

Informages specific
Céd. Produto 200320

Conservantes Metilparabeno

Droga Vegetal : Derivado Vegetal 8-12:1

Excipientes Nenhum

Familia Xanthorrhoeaceae Dumort.

Nome Cientifico Aloe vera (L.) Burm. f.

Nome do Produto Aloe Vera Gel Concentrado 2,7 - 3,3% Polissacarideos Totais
Origem da Droga Vegetal Brasil

Pais de Fabricagdo Brasil

Parte Usada Gel Proveniente de Folha

Processo de Produgdo Concentragéo

Aspecto Liquido Espesso Liquido Espesso 1T2-100 / Farm. Bras.

Cor Amarelo Claro a Rosado Amarelo 172-100 / Farm. Bras.
Fisico-Quimico e i ¢

Densidade (g/mL) Informativo 1,34 1T2-100 / Farm. Bras.

pH direto Informativo 38 1T2-100 / Farm. Bras.
Residuo Seco (%) Informativo 7.5 1T2-100 / Farm. Bras.

Teor - Polissacarideos Totais (%) 1T3-062 / Farm.

Microbiologico

<10.000 UFC/mL <10 UFC/mL 1T2-046 / USP, Farm. Eur.,

Contagem Total de Bactérias
Aerdbias Farm. Bras.
Contagem Total de Fungos e <1.000 UFC/mL 10 UFC/mL 1T2-046 / USP, Farm. Eur.,
Leveduras Farm. Bras.
Contaminante wEseaficecio. TS
Politica de Contaminantes: O monitoramento de contaminantes é realizado de acordo com p internos belecidos pelo
fabricante.
Produto ndo destinado ao cc idor final. E bilidade do cliente assegurar o uso e suas condigBes, de acordo com as regulamentagdes
vigentes nos mercados de comercializagdo.
Armazenamento: O produto deve ser ar 1o em recipi fechados, pr dos do calor e da umidade. Embal abertas devem ser
fechadas imediatamente.
Embalagem: Bombona plastica com 25 kg.
Validade: A validade deste produto é de 1 ano quando armazenado sob as condicies espedt}gdas "
pis p .

e N, 3 X

£ Wuliane Cristina Paes Batista

Résponsével Técnico CRF: 76.254
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Fabricante: ANIDRO DO BRASIL EXTRACOES 5.A. i
Exdrc: RODOUAEDUARDD S e s Sone AL BETUCATUP 0 o 1860387 | RECOE w0y
Telefone: +55 14 3811-3520 lmolessﬂ_lS/D?IlG~ 9:04:37 Pagina:1/1

E-mail: sac@centrofiora.com.br Web:



ANEXO B — CALENDULA OFFICINALIS

7N\

Biolae . icado de Anise

Este certificado € a garantia da qualidade do seu produto Bio Tae

CRF/SP N°: 55052
Inscrigdo Municipal: 3081200
Data de Emissao: 07/12/2016

/

|
|

/ |

b

AUTORIZ/MS: 1.08330.0
N° CEVS: 355400301-211-000001-1-6

Reg. IBAMA: 5535531

Produto: 102297 - CALENDULA EXT FLUIDO - EX
Nome Cientifico: (calendula officinalis, linne)
Familia: ASTERACEAE

Parte Utilizada: FLOR

Ratio: 1:2
"Data de Fabricagao: 21/10/2016

Analise: 016675 Lote: 025085
Método de Produgdo: MACERACAO E PERCOLAGAO

Origem/Procedéncia: NACIONAL

Solvente de Extragao: ALCOOL DE CEREAIS E AGUA
Excipiente: N.A.

Validade: 21/10/2018

N° Fracionamento: 002469

FISICO-QUIMICAS

92

ASPECTO LIQUIDO LIMPIDO E HOMOGENEO CONFORME
COR CASTANHO A CASTANHO ESCURO CONFORME
ODOR CARACTERISTICO CONFORME
PH 4,0 A 7,0 5,35

TEOR ALCOOLICO 30°GL A 60°GL 42
SOLUBILIDADE SOLUVEL EM ALCOOL E AGUA CONFORME
DENSIDADE 0,900 G/ML A 0,980 G/ML 0,945
INDICE DE REFRACAO 1.340 ND A 1.380 ND 1.372
RESIDUO SECO INFORMATIVO % 8.5
PRINCIPIOS ATIVOS E/OU MARCADORES

DETERMINACAO DE FLAVONO!DES TOTAIS 0,8 MG/ML A 1,0 MG/ML 0,84
CALCULADOS COMO HIPEROSIDEO

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE INFORMATIVO IAUSENTE
IAGROTOXICOS E AFINS

MICOTOXINAS INFORMATIVO NAO SE APLICA
MICROBIOLOGICAS

CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS <1000 UFC/G <10
CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS <100 UFC/G <10
PESQUISA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS IAUSENTE AUSENTE
PESQUISA DE SALMONELLA AUSENTE AUSENTE
PESQUISA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA IAUSENTE AUSENTE
PESQUISA DE COLIFORMES TOTAIS IAUSENTE AUSENTE
PESQUISA DE COLIFORMES FECAIS AUSENTE AUSENTE

Metodologia: Farmacopeia Brasileira 5* Edigao

Alteragéo de cor e/ou decantagao podera ocorrer devido se tratar de produto natural.

Conservar hermeticamente ao abrigo da luz, em al seco e arejado, longe de umidade e calor.

A validade sera desconsiderada caso o prody seja manipulado ou armazenado em locais inadequados.

Informagées: Consulte nosso departanfento/ técnico
Thais H. stanagel Inajara
Farmacé Responsavel Farmacéutica Cohkole
Cf 3.787 CRF/SP 66.126

Bio Tae Ind. e Con_). nsumos Farmacéuticos Cosméticos e Alimenticios Eireli — EPP / biotae@biotae.com.br / www.biotae.com.br
Rua: Derw‘lle Gabriel Pereira. 310 - Centro Empresarial de Tatui - Tatui — SP Fone Coml: (11)5589-5666 — Fone Fab: (15) 3259-57.05



ANEXO C - MATRICARIA RECUTITA

GRUPO
CENTROFLORA

L Pawrceries para wn mindo melior
Especificacdo
CAMOMILA EXTRATO SECO
RQ2-059 Rev.02 Rev.2 - LCUNHA - 29/01/2016
InformagBes Gerais ; : ' :
Céd. Produto 200057
Conservantes Nenhum
Droga Vegetal : Derivado Vegetal 1,5-3,5:1
Excipientes Maltodextrina e Diéxido de Silicio
Familia Asteraceae Bercht. & J. Pres|
Nome Cientifico Matricaria chamomilla L.
Nome do Produto Camomila Extrato Seco 0,85 - 1,15% Apigenina-7-0-Glicosideo
Origem da Droga Vegetal Brasil
Pais de Fabricagdo Brasil
Parte Usada Capitulo Floral
Processo de Produgdo Extracdo / Concentragdo / Secagem
Solventes Agua e Etano

Organoléptico Espec ¢
Aspecto Po Fino Higroscopico

3. A¢d0 "

1T2-100 / Farm. Bras.

Cor Pardo a Pardo Esverdeado 1T2-100 / Farm. Bras.

35

Fisico-Quimico

Densidade Aparente (g/L) Informativo 1T2-100 / Farm. Bras.
Determinacdo de Agua (%) Max. 6,0 1T2-052 / Método Interno
Granulometria (%) Informativo Passa em 40 Mesh 1T2-207 / Método Interno
Solubilidade em Agua Ligeiramente Soldvel a Pouco Soltvel 1T2-100 / Farm. Bras.
Substancias Extraiveis em Etanol Informativo 1T2-100 / Farm. Bras.
(mg/g)

Teor §
1T2-161/ USP

Contagem Total de Bactérias <10.000 UFC/g ’ 1T2-046 / USP, Farm. Eur., Farm. Bras.
Aerdbias ——

Contagem Total de Fungos e W) IT2-046 / USP, Farm. Eur., Farm. Bras.
Leveduras

Escherichia coli Ausente em 10g 1T2-047 / USP, EP, Farm. Bras.
Salmonella sp Ausente em 10g 1T2-047 / USP, Farm. Eur., Farm. Bras.

Contar nte e : /
Metais Pesados Totais (ppm) Méx. 20,0 1T2-077 / Farm. Bras.
Politica de Contaminantes: o i dec i é realizado de acordo com p! di internos belecidos pelo

fabricante.

Perfil Cromatografico Camomila Positivo 1T2-215 / Farm. Bras.

Produto ndo destinado ao consumidor final. E responsabilidade do cliente assegurar o uso e suas condigdes, de acordo com as regulamentagdes

vigentes nos mercados de comercializagdo.

Armazenamento: O produto deve ser armazenado em recipientes fechados, protegidos do calor e da umidade. Embalagens abertas devem ser ®
fechadas imediatamente. =
Embalagem: Caixa de papeldo com 25 kg contendo embalagem plastica dupla.

Validade: A validade deste produto é de 1 ano quando armazenado sob as condigdes especificadas.

Fabricante: ANIDRO DO BRASIL EXTRACOES S.A.

CNB: 66.715.459/0002-60 & Inscrigdo Estadual: 224,081,020

Enderego: RODOVIA EDUARDO ZUCCAR!, KM 21.5 - ZONA RURAL BOTUCATU/SP - BR Cep: 18603-97
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