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RESUMO

O desenvolvimento de materiais a base de quitosana e alginato de sédio em conjunto
com diferentes tipos de agentes antimicrobianos tém se mostrado um potencial
material para aplicagdo como curativo cutédneo. Posto isto, o presente trabalho tem
por objetivo a producdo de membranas bicamadas de quitosana e alginato de sodio
(MBC) e membranas bicamadas incorporando com extratos de folhas de oliveira
(MBE), visando a sua aplicacdo como curativos cutaneos. Os extratos de folhas de
oliveira (EFO) foram obtidos por maceracao utilizando banho metabdlico Dubnoff nas
condicbes de 2 h e temperatura de 88 °C, onde apresentaram 94,25 + 0,54% de
atividade antioxidante e compostos fendlicos totais 114,49 + 3,91 mgcae.gt. As
membranas bicamadas sem e com adicdo de EFO foram desenvolvidos pela técnica
de casting, e caraterizados quanto a sua espessura, obtendo valores de 0,14 mm para
a MBC e 0,22 mm para a MBE. Foi observado que, a adicdo do extrato diminuiu a
tensado de ruptura das membranas MBE (2,99 + 0,24 MPa) em relacdo a MBC (4,21 £
0,90 MPa), enquanto o percentual de alongamento aumentou de 9,99 *+ 3,01% da
MBC para 14,69 + 1,70% da MBE. No entanto, a incorporacdo do EFO influenciou
positivamente no indice de intumescimento, na permeacéo de fluidos e na medida da
taxa de transmissao de vapor de umidade (MVTR) das membranas bicamadas, onde
os valores obtidos foram de 213,42 + 7,88 %, 2083,47 + 13,56 g.m2.dia’ e 2094,33 +
17,08 g.m2.dia%, respectivamente. A adicdo do EFO na matriz polimérica ndo causou
um impacto significativo nos resultados de permeabilidade ao vapor de agua, obtendo
valores de 1,46.10'! + 1,93.10'?g.m. Pa. s para MBC e 2,81.10** + 1,99.10%
g.m?t. Pal st para MBE. Os espectros de FTIR mostraram a presenca 0S grupos
funcionais de compostos fenodlicos presentes nas membranas, comprovando assim a
presenca do EFO na mesma. Em relacdo, a analise termogravimétrica constatou-se
gue a maior perda de massa ocorreu na faixa de 210 a 300 °C. As membranas
contendo EFO formaram materiais inibitorios apresentando halos de inibicdo em 12,19
mm contra a cepa Escherichia coli. Diante dos resultados tratados, as membranas
produzidas no presente estudo sdo promissoras para aplicagdo como curativo

cutaneo.

Palavras-chave: Biodegradavel. Biopolimero. Extrato natural. Folhas de oliveira.

Curativo cutaneo.



ABSTRACT

The development of materials based on chitosan and sodium alginate together with
different types of antimicrobial agents has shown to be a potential material for
application as a wound dressing. That said, the present work aims at the production of
bilayer membranes of chitosan and sodium alginate (MBC) and bilayer membranes
incorporating olive leaf extracts (BEM), aiming their application as skin dressings. Olive
leaf extracts (EFO) were obtained by maceration using a Dubnoff metabolic bath at
88°C for 2 h, the values obtained for antioxidant activity and total phenolic compounds
were 94,25 % and 114,49 mgGAE.g'. MBC presented the thickness of 0,14 mm, whilst
the value obtained for MBE was 0,22 mm. It was also observed that the addition of the
extract decreased the rupture strength of MBE membranes (2.99 MPa) in compared to
MBC (4,21 MPa), while the percentage of elongation increased from 9,99 % for MBC
to 14,69 % for MBE. However, the incorporation of EFO positively influenced the
swelling index, fluid permeation and Moist Vapour Transmission Rate (MVTR) of the
bilayer membranes as the values obtained for these parameters were 213,42 %,
2083,47 g.m2.day* and 2094,33 g.m2.day!, respectively. The addition of EFO in the
polymer matrix did not cause a significant impact on the water vapor permeability
results, as the values obtained were 1,46.10! g.m*. Pal. s for MBC and 2,81.10'1%
g.mt. Pal s!for MBE. The FTIR spectra showed the presence of functional groups
of phenolic compounds in the membranes, thus proving the presence of EFO in it. The
thermogravimetric analysis showed that the greatest mass loss occurred in the range
from 210 to 300 °C. The membranes developed in the present work showed inhibitory
behaviors, confirmed by the inhibition halos at 12,19 mm against Escherichia coli.
Regarding the obtained results, the membranes produced in the present study are

promising for application as a wound dressing.

Keywords: Biodegradable. Biopolymer. Natural extract. Olive leaves. Skin dressing
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INTRODUCAO

A pele é a primeira linha de defesa do organismo contra agentes externos e
guando lesionada ocasiona uma limitacdo na barreira de protecdo, deixando o
organismo vulneravel a entrada de micro-organismos patogénicos. O curativo € o
tratamento tépico mais comum utilizado na reconstrucdo fisiolégica da pele,
prevenindo infec¢des e a desidratacdo através de um microambiente imido (SOOD,
2014; ISERI et al., 2008; NAGOBA et al., 2010; MARUGUCHI et al., 1994).

Os materiais comumente utilizados para confeccdo dos curativos séao
provenientes de polimeros sintéticos ou naturais. Os curativos a base sintética séo
provenientes, em sua maioria, de fontes ndo renovaveis, como carvdo mineral, gas
natural e petréleo. No entanto, quando descartados na natureza ocasionam uma
grande quantidade de residuos em decorréncia a lenta degradacao (GROSS; KALRA,
2002; DIGREGORIO, 2009).

Neste contexto, buscando diminuir o tempo de vida desses materiais na
natureza, diversas pesquisas utilizando biomateriais ampliaram as possibilidades de
formular curativos que favorecam resposta bioldgica e eficaz no processo de
cicatrizacdo (ZAHID et al., 2021). Dessa forma, as membranas a base de biopolimeros
tém sido uma alternativa eficiente no tratamento de lesGes cuténeas, devido a
capacidade de estimular o sistema imune, formar tecido granulado, protecéo
antimicrobiana e a migracdo de fibroblastos, além de serem biomoléculas naturais,
apresentarem uma boa seletividade, permeabilidade, biocompatibilidade (DIALLO et
al., 2001; SCHIRATO et al., 2006; LLOYD et al., 1998).

Buscando potencializar a efetividade dos curativos, o uso de membranas
bicamadas a base de polissacarideos tém atraido consideravel atencdo nas areas de
biomateriais e na medicina regenerativa devido a capacidade de desenvolverem
superficies biocompativeis e bioativas sem alterarem a funcionalidade de cada
polimero (BOULMEDAIS et al., 2003; FU et al., 2005; YUANHAO et al., 2015; WANG
et al., 2016; GENTILE et al., 2015; DECHER et al., 2002). Além disso, estas
membranas tém apresentado uma facil incorporacdo de compostos funcionais,
melhora em seu grau de intumescimento, permeabilidade ao vapor de agua,
propriedades mecanicas e de barreiras (YE MA, LIAN XIN et al., 2017). Ja na area

biomédica as membranas bicamadas apresentaram um favorecimento para a
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migracao de fibroblastos, maior eficiéncia na absorcédo de exsudatos e na protecao
antimicrobiana (MOURO et al., 2020; CHABALA et al., 2017).

O alginato de sbédio e a quitosana tornaram-se o0s biopolimeros mais
empregados no desenvolvimento de curativos (SPIN-NETO et al., 2008; MOURA,
2012). Dessa forma, a combinacdo desses dois biopolimeros tém se destacado no
desenvolvimento de membranas bicamadas devido as caracteristicas presentes em
suas estruturas que potencializam o processo de cicatrizagdo, como hidrofilicidade,
ndo imunogenicidade, biodegradabilidade, atividade antibacteriana, antifungica,
antiviral, além da capacidade de ativar macrofagos, promovendo o ambiente Umido
no leito perilesional e favorecendo a atividade imunomoduladora (PAWAR et al., 2012;
PANAWES et al.,2017; SILVA et al., 2013)

Tendo em vista a possibilidade de melhoria na atuagdo das membranas
bicamadas de quitosana e alginato, a incorporacao de diferentes compostos bioativos
com potencial terapéutico na matriz sélida da membrana podem ocasionar uma
melhora nas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias e
anestésicas deste material.

O Grupo de Pesquisa Engenharia de Processos em Sistemas Particulados
(GPEPSP) da Universidade Federal do Pampa tem promovido diversos avancos
cientificos e tecnoldgicos voltados para as areas de extracao de bioativos de residuos
vegetais, como folha, bagaco e frutos, e a elaboracdo de matrizes biodegradaveis
contendo aditivos naturais para os diversos setores industriais (ALVES, 2015,
MOREIRA, 2019; PEREIRA, 2020; BARRETOS, 2021; AVILA et al., 2021; ROSA et
al.,, 2019; ROSA et al.,, 2021; MARTINY et al., 2020). Martiny et al. (2021),
desenvolveram diferentes técnicas e condicdes de extracdo na obtencdo dos
compostos bioativos presentes nas folhas de oliveira (Olea europaea L). Os resultados
indicaram elevado conteudo de compostos antioxidantes e antimicrobianos, o que
motivou a aplicacdo desse extrato como aditivo natural para obtencdo de filmes
biopoliméricos com carater ativo para serem aplicados em embalagens de alimentos.

Neste contexto, a producdo de membranas bicamadas empregando mais de
uma matriz polimérica biodegradavel — a quitosana e o alginato de sédio —, e aditivada
por um composto bioativo natural - o extrato de folhas de oliveira — representa uma
potencial alternativa como curativos capaz de aumentar a eficiéncia no processo de

cicatrizacdo de lesGes cutaneas.


https://sciprofiles.com/profile/237897
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Elaborar e caracterizar membranas bicamadas de quitosana e alginato de sodio

incorporadas com extrato de folhas de oliveira (Olea europaea L.) como um potencial

curativo cutaneo para aplicacao no tratamento de feridas.

2.2 Objetivos Especificos

Extrair os compostos bioativos presentes nas folhas de oliveira (Olea europaea
L.) e caracterizd-las quanto ao teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante;

Desenvolver membranas bicamadas de quitosana e alginato de sddio, aditivando
a camada superior com extrato de folhas de oliveira (Olea europaea L.);
Caracterizar as membranas obtidas quanto a espessura, propriedades
mecanicas, indice de intumescimento, permeacdo de fluidos, taxa de
transmissao de vapor de umidade, permeabilidade ao vapor d’agua, interagoes
quimicas, estabilidade térmica, microscopia eletrdnica de varredura e a sua

atividade antimicrobiana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Pele, feridas e o processo de cicatrizagcao

A pele é o maior e 0 mais complexo érgao do sistema humano composto por
diversas camadas de tecidos, células e estruturas especializadas, constituindo-se
como interface do organismo com o ambiente externo. Suas funcfes incluem a
termorregulacéo, a protecao do individuo contra agressoes externas, sendo elas de
origem quimica, fisica ou biologica, além de monitorar a perda de proteinas e agua
para exterior e atuar no metabolismo da vitamina D. (SOOD, 2014). Assim, a pele é
constituida por trés camadas de tecidos interdependentes: a epiderme — camada
superior; a derme — camada intermediaria; e a hipoderme ou paniculo adiposo —

camada profunda, como ilustrada na Figura 1.

Figura 1 - Camadas da pele

Fonte: VAN DE GRAAFF (2003)

A epiderme é a camada superior da pele, apresentando uma estrutura
impermeavel e compacta a qual é perfurada por foliculos pilossebaceos e por
glandulas de origem na derme. Sendo constituida por cinco camadas, as quais séo
divididas em camada basal ou germinativa, espinhosa, granulosa, licida e camada
cornea, apresentando uma espessura entre 0,004 a 1,5 mm (SPENCE, 1991; SOUZA
e VARGAS, 2004). Além disso, a epiderme apresenta em sua composi¢do a melanina,

responsavel pela protecédo dos tecidos subjacentes dos efeitos nocivos da luz
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ultravioleta. J& a derme é a camada mais vascularizada da pele, sendo dividida em
duas camadas, a papilar — camada superior da derme - e a reticular — camada inferior
da derme. Essas camadas sao formadas pelo tecido conjuntivo frouxo e denso néo
modelado, respectivamente. Além de ser constituida por fibrocitos, glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas, musculo eretor do pélo, bem como o0s vasos
sanguineos, vasos linfaticos e estruturas nervosas. (PALASTANGA et al., 2000;
IGNACIO, 2009). Enquanto a hipoderme é a camada mais profunda do tecido epitelial,
no qual é formado por l6bulos de gordura, tecido adiposo, e divididos por septos
fibrosos de colageno, além de possuir nervos, vasos sanguineos e linfaticos, tendo
como funcdo regular a temperatura, agindo como termoisolante, atuando no
suprimento de energia (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GURTNER et al.,
2008).

O tecido epitelial é o 6rgdo mais propicio a sofrer agdes traumaticas de origem
fisica, quimica, mecanica ou por afeccdes clinicas, podendo ocorrer em maior ou
menor extensao, ocasionando limitagbes estruturais e na barreira de protecao
organismos patogénicos (ISERI et al., 2008). Essas lesdes podem ser classificadas
como agudas, quando a lesé@o ocorre por meio de cortes, queimaduras, possuindo um
tempo hébil de cicatriza¢do, ou crénicas, quando a lesdo ocorre por um longo periodo
agudo tendo perda tecidual, por exemplo, decubito — lesdo por presséo - ou Ulceras
em diabéticos (LEITE et al., 2012; MALAGUTTI et al., 2014; BERNARDES et al.,
2020).

A diferenciacdo entre os tipos de lesbes teciduais existentes e 0 pouco
esclarecimento total de suas fisiopatologias tornou-se um campo amplo de estudos
para o processo de cicatrizacdo devido a complexidade de eventos responsaveis por
reconstituir a estrutura e a funcionalidade do tecido. O processo de cicatrizacéo é
divido em trés fases importantes: inflamatéria, proliferativa e de maturagdo ou
remodelacdo (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
CAMPOS et al., 2007; SILVA et al., 2007).

A inflamatoria € a fase em que ocorre a elevacédo da permeabilidade vascular
migrando os neutrofilos e macrofagos para a remocgao de micro-organismos, materiais
inorganicos, tecidos desvitalizados, além de propiciar a coagulagdo sanguinea. Ja a
proliferativa € a fase responsavel pelo desenvolvimento da cicatriz através da

formacéao dos tecidos de granulacéo e epitelial. E por fim, a fase de remodela¢cédo onde
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ird ocorrer a reorganizacao das fibras de colageno e a restauracdo da integridade
estrutural do tecido (BAUM et al., 2005; SILVA et al., 2007; TAZIMA et al., 2008).

Diversos fatores séo capazes de interferir no processo de cicatrizacdo, como
os sistémicos — idade, condicdo nutricional, tabagismo, m& vascularizacdo — e 0s
locais — tecido necrotico, infeccéo local, stress mecanico (SILVA et al., 2007; ALVES
et al., 2011). Assim, segundo Malagutti et al. (2014), manter a umidade na regiao
lesionada é um processo importante para cicatrizacdo, tornando o recobrimento de
feridas uma alternativa viavel de tratamento (CAMPOS et al., 2007).

3.2 Curativos

Os curativos sao agentes terapéuticos locais utilizados no tratamento de feridas
cutaneas através de materiais especificos de acordo com a fisiopatologia da leséo,
tendo como funcgéo proteger e promover a drenagem de exsudatos, além de auxiliar
nos mecanismos de cicatrizacdo e reparagao tecidual (HARDING et al., 2002),
podendo ser encontrados em diversas formulacdes, como sprays, geéis, pomadas,
filmes poliméricos, gaze, bandagens, naturais ou sintéticas, e algoddes. Além desses,
existem os curativos modernos que aumentam as taxas de epitelizagcéo, contribuindo
na cicatrizacdo devido as baixas pressdes iniciais de oxigénio, que auxiliam na fase
primaria de cicatrizacdo, e a diminuicao da carga bacteriana (BOATENG et al., 2008).

Os curativos modernos, Quadro 1, sdo desenvolvidos a partir de propriedades
biolégicas capazes de serem aditivados por compostos bioativos (YUDANOVA;
RESHETOV, 2006), sendo classificados como curativos passivos, ativos, inteligentes
e biolégicos (FAN et al., 2011).

Quadro 1 - Diferentes tipos de curativos e suas especificacoes (Continua)
Curativos Curativos Composicado quimica Recomendacgfes
comerciais
Alginato de Algiderm- Constituido por fibras  Feridas abertas
calcio Bard; de algas marinhas exsudativas,
Kaltostal- incorporado com  cavitarias e com ou
Systagenix; calcio, compostas sem sangramento,
Restore— pelos Acidos  sendo
Hillister; Gulurénico e contraindicado para
SeaSorb- Manurénico, apresen-  feridas simples e

Colapast Swen tando ions céalcio e  secas
sédio incorporados
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(Conclusao)

Curativos Curativos Composicao quimica Recomendacdes
comerciais
Filmes Bioclusive; Polimero de Feridas superficiais
transparente Blisterfilm; poliuretano com  sem exsudatos,
S Cutifilm; adesivo de acrilico sendo
Flexigrid; contraindicado para
OpSite; feridas
Tegaderm infeccionadas
Espuma Flexzan; Matriz de poliuretano  Feridas exsudativas,
polimérica Biopatch; ou silicone/ com ou profundas, Ulceras
com ou sem Crafoams; sem prata residuais, sendo
prata Biatain; contraindicado para
Cutinova,; feridas simples e
Reston; secas
Hidrocoloide Aquacel, Possui duas camadas:  Feridas com lesao
Comfeel, Uma externa de parcial,
DuoDERM, poliuretano proeminéncia 6ssea,
Granuflex, semipermeavel e uma  sendo
Tegasorb interna de pectina ou  contraindicado para
gelatina feridas
infeccionadas e com
grande quantidade
de exsudato
Carvéao Actisob  Plus Fibras de carvdo Feridas fétidas com
ativado com 25; Vliwakiv; ativado incorporado  exsudatos e
prata Carboflex com prata 0,15% infectadas,  sendo
contraindicado para
feridas simples e
secas
Carvéao Actisob Plus 25; Fibras de carvdo Feridas fétidas com
ativado com Vliwakiv; ativado incorporado  exsudatos e
prata Carboflex com prata 0,15% infectadas,  sendo
contraindicado para
feridas simples e
secas
Hidrogel Carrasyn, Gel constituido por  Feridas com tecidos
Curagel, Nu- &gua purificada,  desvitalizados,
Gel, Purilon, propileno-glicol, queimaduras de
Restore, SAF- carbbmero 940, terceiro grau, sendo
gel, XCell trietanolamina, contraindicado para

alginato de calcio e
sodio, conservantes e
carboximetilcelulose

feridas
infeccionadas e com
exsudato

Fonte: Adaptado de Candido (2001); Mandelbaum; DiSantis; Mandelbaum (2003); Smaniotto; Galli et
al. (2012); Bueno (2015); Han; Ceilley (2017)
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Os curativos considerados ideais para o tratamento de lesdes cutaneas devem
ser atoxicos, ndo alérgicos, além de apresentar propriedades de barreira, flexibilidade
e mecanismos que favoregam no tratamento e na recuperacao tecidual de modo mais
rapido e eficiente (KORTING et al., 2011; KAMEL et al., 2016; CAMPOS et al., 2015).
Dessa forma, segundo Malagutti et al. (2014), a escolha de um curativo ira depender
de algumas caracteristicas, como prote¢cdo contra contaminagdo, capacidade de
absorcdo e do alivio da dor, além de serem isolantes térmicos, apresentarem
maleabilidade e transparéncia. Essas caracteristicas podem ser observadas na Figura
2, onde apresenta a esquematizacao dos curativos poliméricos atuando como barreira
fisica a invasGes microbianas, infeccbes, além de contribuir para a migracao de

fibroblastos acelerando o processo de cicatrizacao.

Figura 2 - Esquematizacdo da membrana de hidrogel no processo de cicatrizacéo
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Fonte: Adaptado de Kamoun et al. (2016)
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Dentre os métodos de tratamento de lesbes cutdneas, atualmente s&o
estudados os curativos de dupla camada, onde a camada externa € projetada para a
prevencao da invasao bacteriana e, possivelmente, no controle das taxas de
permeacédo do vapor de 4gua. Enquanto, a camada interna € projetada para aderéncia
ao tecido da ferida e na drenagem de exsudatos (BORGES et al., 2007; DANTAS et
al., 2011).

3.2.1 Curativos de dupla camada

O curativo de dupla camada é a combinacdo de diferentes desempenhos de
polimeros, a fim de se alcancar melhores propriedades no produto final
(TARTAKOWSKI, 2010). A confeccao desses curativos pode ocorrer em duas ou mais
camadas e sdo utilizados, principalmente, para liberacdo controlada de farmacos
devido as barreiras fisicas ocasionadas pelas cadeias poliméricas de cada camada,
no qual retarda a difusdo dos farmacos através do curativo, promovendo uma
arquitetura capaz de controlar as suas propriedades mecanicas e bioldgicas
(VOWDEN, 2014; TRINCA et al, 2017). Geralmente, esses curativos sao
desenvolvidos através de uma camada superior densa que propicia o controle de
umidade, protecdo fisica e evita a contaminacdo, e uma camada inferior fina que
realiza a absorcéo de exsudatos, adesividade e uma participagéo ativa na cicatrizacao
(MARTINEAU; SHEK, 2006; WANG et al., 2017), podendo ser observado na Figura 3

o comportamento do filme multicamadas.

Figura 3- Mecanismo de agé&o do filme multicamada

Filme Multicamada Ativo e de Barreira
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i 5 e  poli(3-hidroxibutirato- co-
Antimicrobianas 3-hidroxivalerato) (PHBV)

Fonte: Adaptado de Lopes et.al (2020)
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Os curativos bicamadas podem ser produzidos a partir da versatilidade da
técnica Layer-by-Layer (LBL) que é o método utilizado no desenvolvimento de filmes
finos com multicamadas a partir da deposicdo alternada de monocamadas. Esta
técnica permite a construgéo de filmes com varios materiais e aplicagdes, entre eles
estdo os materiais inteligentes, que diante de estimulos apresentam uma resposta
ajustavel podendo serem aplicados a sistemas biologicos e ambientais, além de
apresentar vantagens consideraveis relacionadas a custos operacionais, tempo e
eficiéncia. Dessa forma, existem diversos mecanismos de adsorc¢ao responsaveis pelo
crescimento dos filmes LBL, por exemplo, for¢a ibnica, pontes de hidrogénio, for¢a de
Van der Waals, interacfes hidrofébicas, entres outras, sendo a mais utilizada a forca
ibnica originada por interacdes eletrostaticas (DECHER et al., 1992; RAPOSO et al.,
1998).

O Quadro 2, a seguir, lista alguns trabalhos cujo objetivo € utilizar a técnica LBL

para o desenvolvimento de membranas ativas.

Quadro 2 - Membranas ativas pela técnica LBL (Continua)
Polimeros Aditivos Caracteristicas da Referéncia
membrana
Polihexametileno Oxido de A incorporagdo do aditivo  Zhiwen et
guanidina grafeno na membrana porosa al. (2020)
apresentou boa

biocompatibilidade,

excelentes  propriedades
de transmisséao de vapor de
agua e  propriedades
antibacterianas de longa

duracéo
Acetato de Nanoparticulas Os curativos de prata- Huang et al.
quitosana de prata guitosana controlaram (2011)
efetivamente 0

desenvolvimento de sepse
sistémica, sugerindo que
um curativo combinando
acetato de quitosana com
prata melhora a eficacia
antimicrobiana contra
infeccdes fatais por
queimaduras.
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Quadro 2 — Membranas ativas pela técnica LBL (Concluséo)
Polimeros Aditivos Caracteristicas da Referéncia
membrana
Acetato de Quitosana e As membranas Peng et al.
celulose polissacarideos multicamadas incorporadas (2016)
com o0s aditivos exibiram
forte inibicdo do

crescimento de Escherichia
coli e Staphylococcus
aureus. Além disso,
apresentaram hemo-
compatibilidade integrada e
atividades antibacterianas
e antioxidantes, o que pode
ter grande potencial de
aplicacao no campo
biomédico

Zwitteribnicos Nanoparticulas A membrana proposta Yi Xie et al.

de prata apresentou uma (2017)
flexibilidade, além de ser
versétil, podendo  ser

preparada em larga escala;
tendo um grande potencial
para ser amplamente
utilizada para evitar a
contaminacdo bacteriana
indesejada de implantes
biomédicos ou dispositivos
biol6gicos

Polietileno linear Nanoparticulas A inibicdo microbiologica foi ~ Zanghelini

de baixa de o6xido de comprovada para os filmes (2017)
densidade e zinco (NPs- de Polietileno linear de

amido de Zn0) baixa densidade-Amido

mandioca com 3 e 8% NPs-ZnO nas

primeiras 9 horas

Fonte: Autora (2022)

Neste contexto, o desenvolvimento de curativos bicamadas a partir de
polimeros naturais tém sido cada vez mais estudado para o tratamento de feridas
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de toxicidade e baixa
antigenicidade (BAYER et al., 2012; CEN et al., 2008; CHENG; SOLORIO; ALSBERG,
2014; LYNN; YANNAS; BONFIELD, 2004; PATI et al., 2012).
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3.3 Polimeros naturais e membranas

Os polimeros sao constituidos a partir da juncao de macromoléculas de origem
natural ou sintética (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Os polimeros naturais sao
formados durante o ciclo de crescimento de organismos vivos, sendo sintetizados por
meio da catélise enzimética e das reac¢des de crescimento de cadeia de mondmeros
ativos (GHANBARZADEH; ALMASI, 2013). Enquanto, os polimeros sintéticos sao
desenvolvidos por meio de reacfes de sintetizacdo em condi¢des controladas para a
obtencdo das propriedades quimica, fisica e mecéanica do material desejado, como
resisténcia a agentes quimicos, tragdo, médulo de elasticidade e taxa de degradacao
(BOSWORTH, 2011; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; VAZ, 2016).

Os polimeros sintéticos, como poli(etileno glicol), poli(acido lactico-co-glicélico)
e PVA, séo altamente relevantes para a industria biomédica devido a capacidade de
reajustes de suas propriedades de acordo a aplicacdo, sendo frequentemente
utilizados para producdo de membranas. Contudo, 0 uso destes materiais tem
causado grandes danos ambientais apds 0 seu descarte na natureza por serem
derivados, principalmente, de fontes ndo renovaveis, como o carvdo mineral, gas
natural e petréleo, no qual apresenta uma lenta degradacao (GROSS; KALRA, 2002;
DIGREGORIO, 2009).

Neste contexto, os polimeros de fontes naturais tém ganhado espa¢o como
biomateriais para aplicacGes clinicas devido as interacdes celulares ocasionadas
pelas propriedades bioativas presentes nos materiais. Os polimeros naturais podem
ser derivados de proteinas - colageno, fibrina, seda -, de polissacarideos - agarose,
alginato, acido hialurdnico, quitosana — ou de polinucleotideos - DNA e RNA
(WILLERTH;  SAKIYAMA-ELBERT, 2008). Diante disso, atualmente, o0s
polissacarideos tém se tornado alvo de estudos entre o0s pesquisadores por
desempenharem atividades cruciais em muitos sistemas bioldgicos, como na
comunicacdo celular, desenvolvimento embrionario, inibicdo de infeccbes por

bactérias ou virus e na imunidade celular (LIU et al., 2015).
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Figura 4 — Processo de cicatrizacdo mediante a aplicacdo de biomaterial em tecido

lesionado

Filmes,hidrogéis,
nanoparticulas, esponjas,
etc.

Fatores de crescimento,
peptideos, antibioticos

Fonte: Adaptado de Patrulea et al. (2015)

As membranas provenientes, principalmente, de células vegetais — alginato -
ou de origem animal - quitosana (GUARINO et al., 2015) tém se destacado na
engenharia de tecidos por serem capazes de favorecer a regeneracao dos tecidos
danificados ou doentes, como ilustrado na Figura 4, devido a sua similaridade e
compatibilidade com a matriz extracelular da pele, além de permitirem a modelagem
em filmes, hidrogéis e blendas com outros polimeros e pela sua biodegradabilidade
(SELL et al., 2010; SOUSA, 2011).

3.3.1 Alginato de sodio

O alginato é um polissacarideo produzido a partir da sintese de bactérias ou
pela extracdo de algas marinhas marrons, sendo um material de grande relevancia
nas areas de biomateriais e na producdo de curativos por ser um componente em
potencial para a aplicacdo em filmes e coberturas devido as suas propriedades
coloidais (WIKLER et al., 2012). Diante disso, o alginato, em suas diversas formas,
tem sido utilizado em setores industriais por ser, um polimero natural, biocompativel,
nao téxico, biodegradavel, e por possuir uma versatilidade na formacédo de estruturas
como membranas, particulas, filmes e hidrogéis (LEE; MOONEY, 2012; LEONARD et
al., 2004). Assim, a forma comercial mais utilizada do alginato € obtida a partir da
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extracdo das biomassas de algas em virtude de sua abundancia nos corpos hidricos,
podendo ser encontradas em espécies como, Laminaria hyperborea, Ascophyllum
nodosun e Macrocystis pryifera (GOH; HENG; CHAN, 2012; PAWAR; EDGAR, 2012).

O alginato de sédio, em termos moleculares, pode ser caracterizado como
copolimero binario, n&o-ramificados, composto por ligagdes (1—4) de B-D-
manurénico (M) e a-L-gulurénico (G), no qual € obtido a partir da reacdo de uma base
forte — hidroxido de sodio — com o acido alginico - extraido das algas (YANG; XIE; HE,
2011; WIKLER et al., 2012). A sua férmula molecular genérica pode ser representada

como (CsH7OsNa)n € ilustrada conforme a Figura 5.

Figura 5- Representacao quimica do alginato de sédio
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Fonte: Adaptado de Yang, Xie e He (2011)

Estudos recentes relatam o potencial uso do alginato de sédio como curativo
cutdneo para o tratamento de lesées moderadas a graves devido a capacidade de
modificar a sua estrutura a medida que reage com o exsudato da ferida,
proporcionando um ambiente umido no leito lesionado, contribuindo para o processo
de cicatrizacdo e manutencédo da integridade da pele perilesional. Dessa forma, o
ambiente umido gerado pelo curativo de alginato favorece a hemostasia primaria ao
formar uma pelicula protetora sobre a ferida, mantendo a temperatura e umidade
adequadas para o processo de recuperacéo tecidual (FRANCO; GONCALVES, 2008;
OLIVEIRA et al., 2011). Aléem disso, segundo Momoh et al. (2015), os curativos de
alginato tém ocasionado uma melhor cicatrizacao tecidual devido a potencializacéo
na entrega de proteina terapéutica em feridas e a diminui¢cdo das possiveis infeccoes
causadas por bactérias, podendo promover a cicatrizacdo por meio da producdo de
citocinas que resultam em fatores positivos pro-inflamatorios, e também
desenvolvendo uma maior capacidade hemostatica e de absorcéo de exsudatos, além

de apresentar moderadas capacidades de retencéo de fluidos, transporte do vapor
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d’agua, atoxicidade, biodegradabilidade e moderadas propriedades antissépticas
(SUN; TAN, 2013). Podendo ser confeccionado na forma de esponjas, membranas,
hidrogéis e filmes d’agua (SUN; TAN, 2013).

Neste cenario, a associacao do alginato com outros polimeros pode resultar na
variacdo da porosidade e na formatacdo de sua rede polimérica, o que induz uma
melhora no material que constitui o curativo. Essa associacdo pode ocorrer atraves
da pectina, etilcelulose e a quitosana, que correspondem a polimeros largamente
utilizados na producdo de membranas para o tratamento de lesGes cutdneas
(RODRIGUES, 2008).

3.3.2 Quitosana

A quitosana é um polimero natural produzido a partir do processo de
desacetilagdo alcalina da quitina, que consiste na reacdo de hidrélise do grupo
acetamido em uma solucdo basica de hidroxido de sédio. Este polissacarideo é
encontrado nos exoesqueletos de animais, como moluscos — mariscos -, crustaceos
— caranguejos e camardes - e na parede celular de alguns fungos - Mycelia,
Aspergillus e Mucor (DALLAN, 2005; MALAFAYA; SILVA; REIS, 2007). Em termos
moleculares, a quitosana pode ser descrita como um copolimero catidnico,
semicristalino, de cadeia linear, composto por ligacdes de glicosamina (B (1—4) 2-
amino-2- deoxi-p-D-glucose) e N-acetil-glicosamina (B (1—4) 2- acetamido-2-deoxi-3-
D-glucose) (AZEVEDO et al., 2007), sendo representada genericamente como

(CeH1104N)n € ilustrada conforme a Figura 6.

Figura 6 - Representacdo quimica da quitosana

_OH

Fonte: Barreto (2021)
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As caracteristicas e propriedades intrinsecas na estrutura da quitosana tém
ocasionado uma ampla aplicagdo no setor biomédico, sendo utilizado como uma
alternativa para o desenvolvimento de novos materiais estruturados e com variadas
aplicacoes, por exemplo, agente hemostatico, cicatrizante, analgésico e como matriz
para liberacéo controlada de farmacos (KUMAR; DOMB et al., 2004; AZEVEDO et al.,
2007). Dessa forma, dentre as diversas areas de aplicacdo, a quitosana tem
representado um potencial veiculo no tratamento de lesGes cutédneas devido a
capacidade de estimular o sistema imune na formacao de fibras de colageno e tecido
de granulacéo, que contribui no processo de cicatrizacdo (FRAGUAS et al., 2015;
RINAUDO, 2006; SILVA et al., 2006).

Estudos revelaram que curativos a base de quitosana tém apresentado uma
maior adesdo na pele perilesional, contribuindo para a manutencédo e regeneracao
celular de diversos tipos de tecidos lesionados, como 0ssos, cartilagens e a pele
(SUH; MATTHEW, 2000; MUZZARELLI et al., 2012). Estes curativos quando
aplicados na pele nao apresentam reacdes alérgicas ou inflamatoérias (MUZZARELLI
et al., 2012), e por sua vez ocasionam uma maior durabilidade, biocompatibilidade,
nao-toxicidade e uma maior capacidade de absorcdo de &gua, além do efeito
hemostético, atividade anticoagulante, antifingica, antiviral e antibacteriana. Assim,
0S curativos cutdneos de quitosana sdo considerados materiais bioldgicos
semipermeaveis, que mantém um ambiente lesionado estéril, diminuindo as possiveis
contaminacgdes por bactérias, favorecendo a migracdo de fibroblastos e promovendo
um ambiente imido para a cicatrizacdo (STONE et al., 2000). Além disso, 0s curativos
a base de quitosana podem ser confeccionados nas formas de esponjas, membranas
e hidrogéis.

As membranas de quitosana associada com um ou mais polimeros podem
resultar em novos materiais capazes de serem aplicados na engenharia de tecidos e
em dispositivos de liberacdo controlada de farmacos (DASH et al.,, 2011,
STAMATIALIS et al., 2008). Além disso, a combinagcdo dessas membranas com
extratos naturais de plantas, flores e frutos podem resultar em um material promissor

para aplicagdo como curativos cutaneos.
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3.4 Membranas ativas

Em decorréncia dos avancos no tratamento de lesGes cutaneas, a engenharia
de tecidos, nos ultimos anos, vem estudando estratégias para a substituicdo dos
curativos tradicionais com o intuito de acelerar o processo de cicatrizacdo (GINDL et
al., 2006; NEEL et al., 2012; SARGEANT et al., 2012). Os produtos de origem natural
tém sido amplamente utilizados como uma fonte ativa nas membranas auxiliando na
aceleracdo da recuperacao do tecido lesionado, além de evitar a contaminacéo local.
Dessa forma, a incorporacdo de compostos ativos em membranas poliméricas vem
suprindo a crescente demanda de curativos ideais devido a sua natureza
biodegradavel (GIRARDI, 2005; GINDL et al., 2006).

As membranas ativas sdo derivadas do processo de aditivacdo por compostos
de fontes naturais, como compostos fendlicos, usualmente extraidos de partes de
plantas como folhas, flores e frutos (AZMIR et al., 2013), podendo também ser obtido
de residuos agroindustriais. Estes compostos sdo incorporados como aditivos na
matriz solida polimérica ou semissolida das membranas para a producéo de curativos
ativos, 0s quais possuem uma alta aplicacdo nos segmentos farmacéuticos e
biomédicos (REVERCHON et al., 2009) devido a similaridade do biopolimero com a
matriz celular, além de ser biocompativel, antioxidante, antimicrobiano, anti-
inflamatdério e anestésico.

Estudos tém demonstrado acfes positivas das membranas ativadas com
compostos naturais em tecido lesionados devido a capacidade de prevenir a
desidratacéo do tecido, acelerar o crescimento de angiogénese, induzir a epitelizagéo
e a formacdao do tecido de granulacéo, além de facilitar a remocao de tecido necrotico,
servindo como uma barreira protetora contra micro-organismo e a perda excessiva de
liguidos (FRANCO e GONCALVES, 2008; NEEL et al., 2012). Assim, a introducao de
substancias ativas em membranas pode agregar maior funcionalidade ao material de
acordo com a atividade apresentada por cada composto.

Em uma revisdo ampla Tomaz e Moraes (2015) analisaram o comportamento
das membranas de quitosana-alginato ao incorporar o extrato de alecrim, no qual
observou-se a aplicabilidade deste dispositivo e suas propriedades antimicrobianas e
anti-inflamatorias.

Um novo curativo membranoso para cicatrizagao de feridas a partir da mistura

da quitosana com extratos de Bletilla striata foi estudado por Liu e Huang (2010), onde
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verificaram uma baixa toxicidade nos filmes obtidos, além do crescimento de
fibroblastos, apresentando assim testes histolégicos favoraveis. Siripatrawan; Harte
(2010) obteve uma pelicula ativa com boas propriedades mecéanicas e conteudo
polifendlico favoravel para a atividade antioxidante, através do filme de quitosana
incorporada com extrato aquoso de cha verde. Amal et al. (2015) analisaram o papel
da membrana de quitosana-colageno-amido incorporada com extrato aquoso do
pericarpo de Punica granatum na cicatrizagdo cutdnea e observaram que estas
membranas poderiam atuar na melhora do processo regeneracdo das células
epiteliais durante a cicatrizacao de feridas.

O Quadro 3 reporta relatos de alguns autores sobre o comportamento das
membranas bicamadas incorporadas com extratos naturais e o seu potencial uso

como curativo cutaneo.

Quadro 3 - Membranas bicamadas aditivada com extratos naturais (Continua)

Polimeros  Extrato Técnicae Proporcao Caracteristica Autores

natural meio de extrato
extrator
Quitosana Raizes Agitador 25 - 75 As membranas Abbas et
e Aalcool deC. magnético  (mg/mL) incorporadas com al., 2022
polivinilico procera (25°C por extrato de C.
48h); procera apresen-
metanol taram atividades

antimicrobiana e
antioxidante pro-
missora para a
aplicacdo  como
curativo.

Quitosana, Satureja Agitador 50 - 100 O extrato propor- Rahmani
alginato e hortensis  magnético (v/v) cionou atividade et al.,
polietileno L. (80°C por antioxidante nos 2017

1 h); 4gua filmes formados
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(Conclus&o)

Polimeros  Extrato  Técnicae Proporgéo Caracteristica Autores
natural meio de extrato
extrator
Zeina de Oleo de H. - 05 - 1,5% A presenca do Guneset
milho e perforatum (V/v) extrato na membra- al., 2020
nanoargila na induziu a
migracao de fibro-
blastos que
promove a
cicatrizacao de
feridas
Quitosana Oleo es- - 0,25 - 0,5% As membranas Sobczyk
e alginato  sencial de e 10 - 20% incorporadas com et al.,
orégano e (VIv) O0leo essencial de 2021
as folhas Origanum vulgare
de apresentaram
orégano atividade antimicro-
(Origanu biana contra as
vulgare) bactérias
Escherichia  coli.
e Staphylococcus
aureus, além do
potencial uso como
curativo
Quitosana Centella Maceracd 3 (mg/mL) As membranas Mouro et
e alcool Asiatica o (25°C com extrato 2020
polivinilico por 24h); apresentaram uma
etanol maior atividade

antibacteriana con-
tra Staphylococcus
aureus (S. aureus)
e Pseudomonas
aeruginosa e um
potencial uso como
curativo

Fonte: Autora (2022)

Visto isso, as membranas bicamadas apresentaram diversas acdes favoraveis

para o potencial uso como curativos cutaneos, como atividades antioxidantes,

antimicrobiana, migracdo de fibroblastos, quando incorporadas a extratos naturais.

Estudos mostraram, também, que a adi¢cdo de extratos naturais na camada inferior da

membrana aumentou a eficiéncia na absorcdo de exsudatos e proporcionou um


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus
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ambiente imido na regido perilesional. Além disso, as propriedades morfolégicas,
térmicas e quimicas foram preservadas quando associadas a mais de um polimero,
apresentando também a melhora nas taxas de transmiss&o de vapor d’agua (YE MA,
LIAN XIN et al., 2017; MOURO et al., 2020; BOULMEDAIS et al., 2003; FU et al., 2005;
YUANHAO et al., 2015; WANG et al., 2016; GENTILE et al., 2015; DECHER et al.,
2002).

3.4.1 Extrato da folha de oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta arbdrea nativa da regido extensa do
Mediterraneo, sendo a Unica espécie da familia botanica Oleaceae que produz frutos
comestiveis, a azeitona. O cultivo desta espécie foi difundido para diversos paises que
possuiam condi¢cBes climaticas analogas ao de origem (COUTINHO et al., 2015).
Dessa forma, no Brasil, a olivicultura foi introduzida no século XIX tendo maior
expressividade de producdo nas regides Sudeste e Sul do pais em decorréncia das
caracteristicas climaticas favoraveis para o cultivo (VIEIRA NETO et al., 2008),
apresentando atualmente cerca de 10.000 hectares de area cultivada.

Em um cenario nacional, o Rio Grande do Sul, precisamente a regido da
Campanha Gaucha, € considerado o maior produtor de oliveira do pais, no qual
apresenta mais de 70% de area cultivada. Dessa forma, a olivicultura, nos ultimos
anos, tem ganhado destaque no agronegdcio devido as atividades econbémicas
significativas geradas pela producéo de azeites de oliva e azeitonas de mesa (WREGE
et al., 2009; GUINDA et al., 2004).

Neste contexto, além da azeitona e do azeite, a oliveira também fornece as suas
folhas, Figura 7, que séo fontes ricas de compostos fenélicos, como a oleuropeina e
o hidroxitirosol. A oleuropeina € o principal composto obtido da extracéo das folhas de
oliveira, o qual é capaz de atuar em varias atividades farmacoldgicas devido ao seu
efeito hipotensor, antioxidante, hipoglicemiante, hipocolesterolémico, antitumoral,
radioprotetor, anti-inflamatério, antimicrobiano, antiviral (VISIOLI et al., 1998; TRIPOLI
et al., 2005; MICOL et al., 2005; ARANTES-RODRIGUES et al., 2011).
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Figura 7- Folhas de oliveira

1

Fonte: Adaptadb Ee Sia (2013)

Além disso, uma das formas de obtencdo dessa matéria-prima € por meio da
recuperacao de residuos gerados no beneficiamento do azeite (BOUAZIZ et al., 2008).
Diante disso, estudos demonstraram que a extracdo dos compostos presentes nas
folhnas de oliveira possui propriedades significativas para aplicacdes na area
biomédica, como tratamento de feridas, devido as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas.

O Quadro 4 ira apresentar as principais informacfes relatadas por alguns

autores sobre as caracteristicas obtidas do processo de extracdo das folhas de

oliveira.
Quadro 4 — Caracteristicas do extrato das folhas de oliveira (Continua)
Autores Solvente Caracteristica da extracao
Mello; Agua Os extratos processados apresentaram 0s teores
Pinheiro deionizada mais altos de fendis totais e as melhores respostas
(2012) da avaliacdo percentual da atividade antioxidante (>

80%). Além disso, apresentaram baixos valores
percentuais de atividade quelante (< 30%) e poder
redutor (entre 20 — 50%)
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Quadro 4 — Caracteristicas do extrato das folhas de oliveira (Concluséo)
Autores Solvente Caracteristica da extracao

Qabahaetal. Etanol Os extratos apresentaram  atividades anti-

(2017) inflamatorias e antibacterianas, quando observadas in
vitro, principalmente, devido a presenca de
oleuropeina no mesmo. Nos testes com micro-
organismos apresentou diferentes inibicdes, como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epedermidis

Samancioglu  Etanol O extrato obtido se mostrou efetivo contra 6 dentre 8

et al. (2016) cepas de Dbactérias clinicamente isoladas,
nomeadamente: P. aeruginosa, B. cereus, K
pneumoniae, E. cloacae, E feaecalis e S. epidermidis,
concluindo que os curativos contendo extratos de
folhas de oliveira sdo uma opcéo viavel no tratamento
de feridas de diabéticos

Martiny et al.  Agua Os extratos obtidos apresentaram excelentes

(2021) atividades antioxidantes. Além disso, a adicdo dos
extratos nos filmes resultou um incremento na
espessura e na permeabilidade ao vapor de agua dos
mesmos, e a diminuicdo da tensdo na ruptura e na
elasticidade

Rosa et al. Agua e Os extratos obtidos apresentaram grandes

(2019) etanol capacidades antioxidantes para a aplicacdo proposta.

Além disso, quando incorporados em filmes
apresentaram incremento na capacidade de
alongamento, reducdo na tensdo de ruptura e alta
permeabilidade a vapor de agua, além de boas
propriedades de barreira e mecanicas

Fonte: Autora (2022)

As folhas sdo comumente extraidas por meio de uma infusdo devido a sua

baixa estabilidade quimica e microbioldgica. A infusdo pode causar a destruicdo de

varios polifendis, porém consegue aumentar a concentracdo de outros compostos

fendlicos (Paiva-Martins et al., 2014). Assim, a extracao solido-liquido das folhas de

oliveira contendo oleuropeina pode ocorrer através de diversas técnicas como, a

extragdo assistida por ultrassom, a extragdo assistida por micro-ondas, a extragéo

utilizando fluido supercritico, sendo possivel empregar diversos tipos de solventes

(COPPA, 2016).
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Diante dos objetivos propostos, o desenvolvimento das membranas bicamadas

com extrato de folhas de oliveira foi dividido em etapas, conforme esquematizado pela

Figura 8.

Figura 8- Membranas bicamadas com extrato de folhas de oliveira
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i - ( {gen 19 do pé de folha de oliveira
— e e E L - 50 mL de agua
( " somgio W
. X )
v —> ‘ \ il [ l%C
Folha de 4 .~ j
oliveira in natura ¢l Moagem e ..!q_ \
I ) Moinho analitico  peneiramento = L O 2h
| S Exttracélq polr)‘l:anht;'
Alginato de sédio  Quitosana L metabolico Dubno. )
) Método Desenvolvimento da
Camada inferior da * X d', . = membrana multicamda
membrana: = casting
quitosana sem extrato ~ = )
Camada superior da ‘) o e
membrana: .- e Extrato de folhas de oliveira
alginato de sodio com L Caracterizagdo do extrato <
extrato ‘ J Sar
o gt
" B
it TR
24 h O f ! Conteudo de composto
L Secagem ) fendlicos totais
( Espessura h Atividades antioxidantes
Propriedades mecanicas
= Onracherieacliods ambcans Permeabilidade ao vapor d'dgua
Microscopia eletronica de varredura
Estabilidade térmica
Permeagio de fluidos
i Atividade antimicrobiana
indice de intumescimento
. J

Fonte: Autora (2022)

4.1 Preparo e obtencéo dos extratos de folhas de oliveira

As folhas de oliveira (Olea europaea L.) foram coletadas da Estancia Guarda

Velha, localizada no municipio de Pinheiro Machado, Rio Grande do Sul. Assim, apos

a coleta, as folhas Arbequina in natura passaram por um processo de higienizacao

com agua corrente, solugcdo comercial de hipoclorito de sédio 2% a 2,5% e agua

destilada esterilizada. Em seguida, as folhas foram secas em estufas a temperatura

de 40 °C por um periodo de 24 h, seguindo a metodologia proposta por Martiny et al.

(2021). Passado o tempo de secagem as folhas foram moidas em moinho analitico
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(IKA® — A11BS32, China), e em seguida realizou-se a padronizacdo granulométrica
das folhas de oliveira por meio do peneiramento em peneira de 60 mesh fabricadas
nos padrdes ABNT/ASTM/TYLER (BERTEL INDUSTRIA MERTALURGICA LTDA.,,
Brasil).

Para obtencao dos extratos das folhas de oliveira (EFO) foi utilizado o processo
de maceracao dinamica. Assim, foi pesado 1 g do po6 de folhas de oliveiras secas,
moidas e peneiradas para cada amostra e adicionados 50 mL de &gua destilada em
Erlenmeyers. Os Erlenmeyers foram cobertos com papel aluminio para evitar o
contato da luz com o sistema extrator (MARTINY et al., 2021).

A extracdo foi realizada em banho metabdlico Dubnoff com controle de
temperatura e agitacao (QUIMIS, Brasil) por um periodo de 2 h em uma temperatura
de 88 °C (MARTINY et al., 2021). Ap6s o tempo de extracdo, os extratos obtidos
passaram-se por uma filtracdo a vacuo utilizando o filtro de papel como meio filtrante
e, em seguida, caracterizados. A Figura 9 ilustra o processo de extracao das folhas

de oliveira a partir do banho metabdlico Dubnoff.

Figura 9 — Processo de extracao

Fonte: Autora (2022)
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4.2 Caracterizacdo dos extratos de folhas de oliveira
4.2.1 Compostos fenolicos totais

Para determinagcdo dos compostos fendlicos totais (FT) presente nos extratos
foi utilizado o método espectrofotométrico descrito por Singleton e Rossi (1965).
Dessa forma, utilizou-se 0,5 mL de extrato de folhas de oliveira, 10 mL de agua
destilada e 1 mL de Folin-Ciocalteu em um tubo de ensaio de 50 mL. Apds 5 min,
foram adicionados nas amostras 8 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio
(Na2CO3) a 7,5% (m/v). As amostras foram armazenadas no escuro por um periodo
de 2 h. Posteriormente, foi realizada a leitura de absorbéncia das amostras em um
espectrofotometro (UV 755B, EQUILAM, Brasil), sendo quantificada no comprimento
de onda de 765 nm. As concentracdes dos compostos fendlicos totais foram
realizadas em triplicatas e expressas em miligramas de equivalente de acido gélico
por grama de matéria seca (mgeae.g! b.s), realizando também a estimativa dos

compostos fendlicos totais através da curva de calibracéo do acido galico (GAE).

4.2.2 Atividade antioxidante

Para analise de atividade antioxidante foi determinada a partir da metodologia
desenvolvida por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Assim, utiliza-se 0,2 mL de
extrato de folhas de oliveira, misturando com 7,8 mL de solugéo de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) de 6x10-°M, a qual € mantida por 30 min no escuro a temperatura
ambiente. O mesmo procedimento foi realizado com uma aliquota de agua, a fim de
se obter o branco. A absorbéncia do branco e das amostras dos extratos foram
medidas usando um espectrofotometro (UV 755B, EQUILAM, Brasil) a 517 nm. A
atividade antioxidante dos extratos foi calculada usando a Equacéo 3.

Abranco — Aamostra

AA (%) = 3)

Abranco

onde o0 AA é a atividade antioxidante Abranco € a absorbancia do branco e Aamostra € a

absorbéancia das amostras de extrato de folhas de oliveira.
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4.3 Elaboracdo das membranas bicamadas

As membranas de alginato de sédio e quitosana foram obtidas pela adaptacao
do método de deposicdo de camadas utilizando a técnica casting descrita pela
metodologia de Paiva (2019) e Wang et al. (2019). As solucdes filmogénicas foram
produzidas a partir da adicdo de 1 g de quitosana (Ql) em 100 mL de acido acético a
1% (v/v) e 0.5 g de glicerol a temperatura ambiente, £ 25 °C. Estas solucdes
permaneceram em repouso por 24 h e posteriormente submetidas a agitacédo
constante (193 rpm) por 15 min até a formagdo de uma mistura homogénea. Apds
este periodo, as solu¢des obtidas foram postas em banho ultrassénico por 25 min para
a eliminacéo de bolhas. Entdo, foram vertidas uniformemente em placas de Petri de
acrilico de 15 cm de diametro para a secagem da camada inferior da membrana, a
qual foi seca em estufa a 40 °C pelo periodo de 7 h até a formacao de uma superficie
consistente. A camada superior foi obtida a partir da dissolugdo de 1 g alginato de
sédio (AS) em 100 mL de agua destilada e 0.5 g de glicerol a temperatura ambiente,
+ 25 °C, e submetidas a um sistema sob constante agitacdo (193 rpm) por 1 h até a
formacao de uma mistura homogénea. Posteriormente, as solu¢gdes foram postas em
banho ultrassénico por 25 min para a eliminacédo de bolhas presentes. Foram entéo
vertidas sobre a primeira camada e levadas a estufa para a secagem total das
membranas. ApOs 0 processo de secagem, as membranas obtidas foram
armazenadas em dessecador com umidade relativa controlada de 50% por no minimo

48 h, antes de serem caracterizadas. O processo descrito foi ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 — Representacdo da membrana bicamada
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Fonte: Autora (2022)

As membranas bicamadas com extrato de folhas de oliveira (MBE) foram
obtidas seguindo a metodologia anteriormente descrita, porém, substituindo parte da
agua usada para solubilizar o alginato de sédio pelo extrato liquido. Assim, a solucéo
filmogénica de alginato de sédio (camada superior da membrana) foi preparada a
partir da adicdo de 75 mL de extrato aquoso de folhas de oliveira e 25 mL de agua
destilada para a solubilizacdo de 1g de alginato de sodio. Este processo encontra-se
ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 — Representacdo da membrana bicamada com extrato de folhas de oliveira
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Fonte: Autora (2022)

4.4 Caracterizacdo das membranas
4.4.1 Espessura

A espessura (E) das membranas foi determinada por meio da média aritmética
da espessura de dez posicoes aleatérias sobre a area das membranas, com o auxilio
de um micrometro digital (INISZE-IP65, China).

4.4.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas das membranas foram determinadas por meio do
texturdbmetro (STABLE MICRO SYSTEM — TA.XT plus, Reino Unido), ilustrado na
Figura 12, e célula de carga de 50 N, de acordo com a horma D882- 12, ASTM (2012).
As membranas foram cortadas no formato de retangulo, apresentando 100 mm de
comprimento e 25 mm de largura. Assim, a distancia inicial de separacao das garras
foi de 50 mm e velocidade de realizacéo do teste foi de 50 mm.min-1. Estas analises

foram realizadas em tréplicas, na temperatura de + 25 °C.
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Figura 12 — Analise das propriedades mecanicas atraves do texturébmetro

Fonte: Autora (2022)

A tensdo maxima (T) e a porcentagem de alongamento na ruptura (E%) serdo

determinadas pelas Equacoes 4 e 5.

T = Fm @
Amin
£% = 27 . 100 5

onde o T representa a tensdo obtida em resposta a tracdo (MPa), o Fm € a forca
maxima medida na ruptura da membrana (N), Amin € a area transversal minima da
membrana (m?), calculada com os valores de largura e espessura, E% o alongamento
do material, dr é a distadncia na ruptura percorrida pela garra mével (cm) e di é o

afastamento inicial entre as garras (cm).
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4.4.3 indice de intumescimento

O indice de intumescimento ou capacidade de absorcdo de agua das
membranas foi realizado através da adaptacdo das metodologias de Bunhak et al.
(2007) e Contessa (2020), onde as membranas foram cortadas em 2,5 x 2,5 cm e
postas em estufa a temperatura de 60 °C por 24 h. Apos o tempo de secagem, as
membranas foram pesadas e imersas em meio contendo 4gua destilada por 2 min. As
amostras umidas foram drenadas, para a retirada do excesso de umidade, e pesadas

novamente. O indice de intumescimento das membranas foi quantificado seguindo a

Equacéao 8.
mf —mi
[=——— .100 (6)
mi

onde | é o intumescimento em %, mié a massa da membrana antes da imersao em

agua e mié a massa da membrana apos a drenagem do excesso de agua.

4.4.4 Permeacao de fluidos

A permeacao de fluidos ou capacidade de drenagem de fluidos (CDF) das
membranas foi analisada seguindo a metodologia descrita por Genevro (2017) no qual
as membranas foram acondicionadas por 48 h em umidade relativa de 50% e,
posteriormente, cortadas em discos de 2,7 cm de diametro, pesadas e acopladas nas
bordas de copos Paddington, conforme a Figural3, modificados contendo com 20 mL
fluido corpéreo simulado (FCS). Foram pesados os tubos e invertidos de modo que as
amostras entre em contato com FCS. Essas amostras foram incubadas em estufa
dentro de dessecadores contendo silica gel, por 24 h a 37 °C. No fim do processo
foram pesados os tubos avaliando-se a quantidade de fluido drenado pelos

biocurativos.
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Figura 13 - Dispositivo empregado para a avaliacdo da capacidade de drenagem de
fluido das membranas

Camada inferior Camada superior

Quitosana Alginato de sédio com e sem extrato

de folhas de oliveira

Fonte: Autora (2022)

O FCS foi preparado por meio da solu¢éo aquosa de cloreto de sddio e célcio,
contendo em solucdo 142 mmol. L de ions sédio e 2,5 mmol. L de ions calcio.
A capacidade de drenagem de fluidos (CDF) foi determinada pela Equacéo 7 e

8.

MVTR — mim —mfm ;
B t.A ™)
mis —mfs

CDF = ———— + MVTR (8)

onde MVTR é a medida da taxa de transmisséo de vapor de umidade (“Moist Vapour
Transmission Rate”), mis € a massa inicial do sistema, mss € a massa final do sistema
apos o periodo de drenagem, mim € a massa inicial da membrana, mm é a massa final
da membrana ap6s periodo de drenagem, A € a area de contato entre a membrana e

o fluido e t € o tempo decorrido.
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4.4.5 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) das membranas, disposta na Figura
14, foi determinada através do método de gravimetria ASTM E96/E96M-16. Assim, as
membranas foram seladas em células de permeacéo contendo cloreto de calcio anidro
(CaCl2) e, posteriormente, acondicionadas em dessecadores com umidade relativa de
50% durante 10 dias e monitoradas através da pesagem no primeiro e no ultimo dia
de analise. A

A analise de PVA foi calculada a partir da Equacéo 6.

PVA—mab e g
t  AAP ©)

onde PVA é a permeabilidade ao vapor d’agua, (g.m*. Pal. s1), man é a massa de
umidade absorvida (g), t € o tempo total da andlise (s), e é a espessura do filme (m),
A é a area da superficie exposta (m?) e AP é a diferenca de presséao parcial através
do filme (Pa).

Figura 14 - Analise de permeabilidade ao vapor de agua

——

Fonte: Autora (2022)
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4.4.6 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das membranas foi avaliada por anélises
termogravimétricas (TGA) utilizando um analisador termogravimétrico (SHIMADZU
TGA 50, Japdo). Esse ensaio foi realizado utilizando amostras de 5 mg das
membranas que foram aquecidas em capsulas de platina numa faixa entre 30 °C a
900 °C a uma taxa de aquecimento de 10°C.min. "t com um fluxo de nitrogénio de 50

ml.min-1,

4.4.7 Interagdes quimicas

As interacfes quimicas entre o0s biopolimeros e o extrato nas membranas foram
investigadas empregando-se a técnica de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR — ATR) (SHIMADZU, Japéo), na faixa de 400 cm™ a
4000 cm™ e resolucdo de 4 cm™.

4.4.8 Microscopia eletrénica de varredura

As membranas foram avaliadas quanto a sua morfologia através da aplicacao
de peliculas de ouro nas amostras previamente preparadas, sendo analisadas pela

microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Carl Zeiss, EVO MA10).

4.4.9 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das membranas foi realizada através de testes
contra os micro-organismos Escherichia coli (gram-negativa) e Staphylococcus aureus
(gram-positiva), utilizando a Norma M7-A6 (Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard - Sixth
Edition, 2003). Dessa forma, as membranas foram cortadas no formato circular, 0,9
cm de diametro, e esterilizadas por luz ultravioleta (UV). Foram vertidas em placas de
Petri 15 mL de meio Agar Triptico de Soja (TSA) inoculados na superficie com 10°
UFC/cm? de um ou outro micro-organismo testado. As membranas foram dispostas

sobre o meio de cultura inoculado e incubadas por 24 h a 35 °C. ApGs o tempo de
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incubacéo, foram efetuadas as determinacdes dos halos de inibicdo formados pelas

amostras para cada micro-organismo testado.

4.4.10 Anélises estatisticas

Todos os dados coletados neste trabalho foram apresentados como média *
desvio padrao e analisados estatisticamente pelo teste de t com um nivel de confianca
de 95%. O software STATISTICA Ultimate Academic (Starsoft Inc, EUA) foi utilizado

para analise dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracé&o e caracterizagcdo dos compostos bioativos das folhas de oliveira

Os resultados obtidos referentes as analises de compostos fendlicos totais (FT)
e atividade antioxidante (AA) foram de 114,49 + 3,91 mgcae.g* (b.s) e 94,25 + 0,54 %,
respectivamente. Abaza et al. (2011) e Martiny et al. (2019) obtiveram, por meio da
técnica de maceracdo dinamica utilizando agua como solvente, teor de FT
correspondente a 16,52 mgeae.g! e 105,4 mgeae.g?l, respectivamente. Em
comparacao com a literatura, o resultado de FT encontrado no presente trabalho foi
maior ao obtido pelos autores citados. Esta diferenca na concentracdo de compostos
fendlicos totais pode estar relacionada aos parametros de extracdo, os quais podem
influenciar o rendimento do processo (GALANAKIS et al.,, 2010; MUSTAFA &
TURNER, 2011). Por sua vez, quanto a atividade antioxidante, o resultado encontrado
presente estudo (94,25 + 0,54 %) se aproxima ao reportado na literatura por
Moudache et al. (2016) que obtiveram 95,4 + 0,3 % de atividade antioxidante para o
extrato de folhas de oliveira no tempo de 2 h de extracdo. Com isso, péde-se concluir
gue o método de extracdo utilizado no presente estudo para a recuperacdo dos

compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foi eficiente.
5.2 Caracterizacdo das membranas bicamadas

Figura 15 ilustra o aspecto visual das bicamadas de quitosana e alginato de

sédio com e sem a adi¢do do extrato de folhas de oliveira.
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Figura 15- Membrana bicamada (A) controle e (B) com adicdo de 75% de
extrato de folhas de oliveira

A

Fonte: Autora (2022)

De maneira geral, de todas as membranas bicamadas de quitosana e alginato
de sodio sem e com a adicdo de 75% (v/v) de extrato de folhas de oliveira
apresentaram caracteristicas homogéneas e faceis de manusear. As membranas
bicamadas com adicdo de extrato apresentaram coloragdo marrom esverdeada e sem
presenca de particulados. Enquanto, as membranas bicamadas sem adig&o de extrato
ficaram claras e transparentes. Além disso, as membranas apresentaram aderéncia
entre elas, uma vez que néo foi possivel identificar a presenca das duas camadas

visualmente.

A Tabela 1 apresenta os resultados de espessura média das membranas de
guitosana e alginato de sédio sem e com extrato de folhas de oliveira.

Tabela 1 — Espessuras das membranas

Membrana Espessura média (mm)
MBC 0,14 + 0,022
BEM 0,22 +0,01°

Nota: Os dados relatados séo valores médios + desvio padrdo (n = 10). (a — b) Letras diferentes
representam diferencas significativas nas colunas (p<0,05) pelo teste t-Student.
Fonte: Autores (2022)

Os materiais com potencial aplicacdo como curativo cutaneo devem apresentar

espessuras compativeis a da pele, que varia entre 0,07 e 2 mm (DALLAN, 2005;
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BIERHALZ; WESTIN; MORAES, 2016). Dessa forma, a partir dos resultados
apresentados na Tabela 3, observou-se que a adicdo do extrato de folhas de oliveira
(EFO) na membrana ocasionou um incremento significativo em sua espessura. Este
efeito, ja esperado, ocorre devido ao aumento linear de massa na solucéo filmogénica
com a adicdo do extrato (SOBRAL, 2000). O incremento na espessura também foi
relatado por Santos (2018) em seu trabalho, onde obteve uma espessura de 0,134 +
0,014 mm e 0,252 £ 0,041 mm para as membranas monocamadas de quitosana sem
e com o p6 de noni (Morinda citrifolia L.), respectivamente. Trevisol (2018) obteve em
suas membranas bicamadas de alginato de sodio e carboximetilcelulose aditivadas
com diclofenaco de sodio uma espessura de 0,115 + 0,010 mm. Os valores de
espessura reportados neste trabalho se aproximam dos descritos na literatura.
Constatando-se assim, que todas as membranas apresentadas possuem espessuras
na faixa de aplicabilidade de um curativo para o tratamento de tecidos lesionados.
Analisando as propriedades mecanicas das membranas de quitosana e
alginato de sodio, sem e com extrato de folhas de oliveira, obteve-se, com auxilio do
texturdmetro, valores de tensdo maxima (MPa) e alongamento na ruptura (E%), como

ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades mecéanicas das membranas bicamadas

Membrana Tensdo maxima Alongamento na ruptura
(MPa) (E%)
MBC 4,21 + 0,902 9,99 + 3,012
MBE 2,99 + 0,24° 14,69 + 1,702

Nota: Os dados relatados sdo valores médios + desvio padrdo (n = 3). (a — b) Letras diferentes
representam diferencas significativas nas colunas (p<0,05) pelo teste t-Student.
Fonte: Autora (2022)

Verificou-se, a partir da Tabela 2, uma reduc¢do significativa na tensdo maxima
apos a adicao do extrato. Esta influéncia também foi observada por Barreto (2021) em
seus filmes bicamadas de quitosana aditivados com extrato de casca de jabuticaba
(Plinia cauliflora), onde relatou a redugéo da tensdo maxima de 11,02 + 3,95 MPa para
4,41 + 0,57 MPa nos filmes controle e aditivado, respectivamente. Outros estudos
também reportaram a diminuicdo na tensdo maxima de ruptura com incorporacdo de
extrato de henna (YOUSEFI et al., 2017), nitrofurazona (KOUCHAK et al., 2014) e
diferentes concentracdes de 6leos (SOBCZYK et al., 2021) em filmes de quitosana.
Esta diminuicdo também foi notada em filmes a base de alginato de soédio quando
incorporados por substancias como, extrato de ginseng (NORAJIT; KIM; RYU, 2010),
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ibuprofeno (THU; NG, 2013; NG; TAN, 2015) e oleo essencial de canela (HAN; YU;
WANG, 2017). Em relacédo ao alongamento na ruptura os resultados indicaram que a
presenca do extrato aumentou essa propriedade, embora ndo tenha influenciado
significativamente na mesma. Avila et al. (2020) também observaram essa
semelhanca em seus filmes de carragenana incorporados com extrato de casca de
jabuticaba, onde o alongamento na ruptura dos filmes controle e com adicao de extrato
ndo apresentaram diferenga significativo, porém houve-se um aumento com a adi¢ao
do extrato. Bierhalz; Da Silva; Kieckbusch (2012) e Diniz et al. (2011) reportaram em
seus estudos de filmes monocamada de alginato de sédio e quitosana alongamento
de 6,59 + 0,72 % e 5,9 + 0,6 %, respectivamente. Neste contexto, comparando 0s
resultados do presente trabalho com o elaborado pelos autores, constata-se que o
desenvolvimento de uma membrana bicamada de quitosana e alginato de sodio
proporciona a obtencdo de uma membrana com maior alongamento.

Em estudos semelhantes, Santos (2018) produziu membranas monocamadas
de quitosana aditivada com diferentes concentracdes do pé de noni e obteve para
tensdo maxima valores na faixa de 2,88 — 2,48 MPa e um alongamento de 79,59 —
65,52%. Momoh et al., (2015) desenvolveram filmes de alginato 1% (m/v) com 2% de
glicerol e obtiveram uma resisténcia a tracao de 6,12 + 0,11 MPa e um alongamento
de 38,84 + 0,86%. Em sua pesquisa Trevisol (2018) obteve para membranas
bicamadas de alginato de sédio 50% (m/v) e 50% de carboximetilcelulose (m/v) um
alongamento na ruptura de 28,85 * 6,16% e uma tensdo maxima de 15,54 + 3,40 MPa.

Os valores reportados na literatura para resisténcia a tracdo sdo em geral
superiores aos obtidos no presente trabalho. Esta ocorréncia pode ser associada as
diferencas de espessura das membranas e interagcdo entre as propriedades
poliméricas. Porém, cabe ressaltar que, a faixa de aplicabilidade dos curativos para
pele lesada é entre 2,5 e 16 MPa (WANG et al., 2002), mostrando assim que as
formulacbes apresentadas séo aptas para aplicagdo como curativo de acordo com a
sua resisténcia a tracédo. Os valores de alongamento encontrados no estudo, por sua
vez, sdo considerados baixos para a finalidade proposta, uma vez que o valor de
alongamento da pele humana é de aproximadamente 70% (HANSEN; JEMEC, 2002).
Isso pode ser explicado devido as propriedades de alongamento estarem sendo
avaliadas em membranas secas, condicdo potencialmente diferente daquela usada

na aplicacao final, uma vez que as membranas produzidas podem absorver entre 11
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e 19 vezes 0 seu peso em agua, atuando como plastificante na matriz polimérica,
melhorando tal propriedade (RODRIGUES et al., 2008).

Os resultados para o indice de intumescimento, permeacdo de fluido e
permeabilidade ao vapor d'dgua das membranas bicamadas de quitosana e alginato

de sbédio sem e com adicédo de extrato sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - indice de intumescimento, permeac&o de fluido e permeabilidade ao vapor

d'agua das membranas

indice de Permeacéo de PVA
Membrana Intumescimento fluidos (g.m?. Pals)
(%) (g.m2h")
MBC 189,19 +1,132 1959,93 + 17,522 1,46.1011 + 1,93.101%2
BEM 213,42 + 7,88 2083,47 + 13,56° 2,81.1011 +1,99.10112

Nota: Os dados relatados sdo valores médios + desvio padrdo (n = 3). (a — b) Letras diferentes
representam diferencas significativas nas colunas (p<0,05) pelo teste t-Student.
Fonte: Autora (2022)

Analisando os valores encontrados para o0 ensaio de intumescimento,
apresentado na Tabela 3, constatou-se que a adicdo de extrato interferiu de forma
significativa no intumescimento da membrana em relacdo a controle. Este
comportamento hidrico na membrana MBE pode estar relacionado ao carater
hidrofilico da oleuropeina presente no extrato de folhas de oliveira (BONACCI et al.,
2018, 2005; BEZERRA, 2018). Santos (2018) também evidenciou que a incorporacéo
de bioativos naturais (6leos: cravo e melaleuca; sucos e pés: caju e noni) aumentou o
porcentual de intumescimento de suas membranas monocamada quando comparado
a controle. Bueno (2019) em seus filmes monocamada de alginato de soédio
incorporado com Acmella oleracea, reportou um indice de intumescimento final de 262
+ 1,69 % ao realizar a andlise por 40 min. Gomes Neto et al. (2015) obtiveram um
indice de intumescimento de 267,9 + 29,1 % em membranas microestruturadas de
quitosana e glucomanana.

O intumescimento de um curativo € considerado como fator determinante para
a hemostasia e difusdo de nutrientes e células durante o processo de cicatrizacao
(THEIN-HAN; KITIYANANT, 2007). Dessa forma, desenvolver materiais com
capacidade de se manterem Umidos, bem como absorverem fluidos, sdo fatores

essenciais na composicao de um curativo cutaneo. A fim de se obter estas
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caracteristicas, o indice esperado de intumescimento de um curativo, segundo
Morgado et al. (2017), deve se encontrar em uma faixa entre 100 % a 900 %. Neste
contexto, as membranas bicamadas estudadas encontram-se dentro da faixa de
aplicabilidade para um curativo cutaneo conforme o seu indice de intumescimento.

A partir dos resultados apresentados de permeacdo de fluido, Tabela 3,
observa-se que a MBC apresentou menor permeacédo em relacdo a MBE, diferindo-
se estatisticamente. Esta melhora na permeacdo, como observado também no indice
de intumescimento, das membranas aditivadas com extrato de folhas de oliveira pode
estar associada, possivelmente, a incorporacdo de compostos bioativos na matriz
polimérica, ocasionando uma maior permeacdo de agua. Genevro (2017) obteve
permeacdo maxima de 3530,8 + 1663,3 g.m2.h"t em membranas monocamadas de
glucomanana konjac.

Para se atingir taxas ideais de cicatrizacdo de feridas a umidade na regido
perilesional deve ser controlada. Neste contexto, a taxa de permeacao de fluidos é um
fator importante para o desenvolvimento de curativos, uma vez que estes séo
parametros capazes de impedir o0 acumulo de exsudatos e a desidratacdo excessiva
da lesdo. Dessa forma, segundo Kimura et al. (2016), feridas com tecido de
granulacdo e queimaduras de terceiro grau geram entre 3400 e 5100 g de exsudato
em um periodo de 24 h. Assim, os resultados de permeacdo apresentados neste
estudo demonstram que as membranas MBC e MBE n&o comportariam o alto volume
de exsudatos gerados no processo de cicatrizacao de lesbes como, queimadura de
terceiro grau. No entanto, para lesbes de menor severidade, como queimaduras de
primeiro grau, os valores de permeacéao de fluidos obtidos nas membranas bicamadas
encontram-se dentro da aplicabilidade, 278,4 + 26,4 g.m2.h! (LAMKE et al., 1977
apud RAINHA et al.,1987). Analisando o MVTR das membranas do presente estudo
foi possivel observar que a taxa de transmissdo de vapor de umidade foi de 2207,28
+ 4,54 e 2094,33 + 17,08 g.m2.dia? para a MBC e MBE, respectivamente. Thomas;
Young (2008) avaliaram as propriedades de dois curativos comerciais o ActivHeal
(Advanced Medical Solutions) e o Allevyn Adhesive (Smith & Nephew), e verificaram
um MVTR de 1670 e 12350 g.m?2.dia!l para o ActivHeal e o Adesivo Allevyn,
respectivamente. Neste contexto, comparando os valores dos autores constatou-se
gue os resultados do presente estudo se encontram préximos ao obtido para o curativo

comercial ActivHeal. Dessa forma, o desenvolvimento de membranas bicamadas
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aumentou a capacidade do material permear/drenar o excesso de umidade, tornando
assim uma alternativa promissora para a aplicacdo como curativo cutaneo, uma vez
que a permeacdo adequada de umidade sem riscos de desidratacdo excessiva e
acumulo de exsudatos nas feridas encontra-se na taxa de 2000-2500 g.m=2.h?
(RAINHA et al.,1987).

Figura 16 — Ensaio de permeacao de fluidos das MBC e MBE

MBE

Fonte: Autora (2022)

A Figura 16 representa o aspecto visual das membranas apds o0 ensaio de
permeacdo de fluidos, indicando que houve a conservacédo da estrutura fisica destas
apos os testes. Em relagdo a permeabilidade ao vapor d’agua, verificou-se um
aumento na taxa de PVA das membranas MBE, apresentando valor de 2,81.101* g.m-
1 Pal. s, enquanto a MBC apresentou valor de 1,46.10'* g.m1. Pal. s'1, embora a
presenca do extrato ndo tenha interferido de forma significativa, segundo andlise
estatistica dos dados. Pode-se inferir que a adicao do extrato de folhas de oliveira
ocasionou um aumento na capacidade de permeabilidade ao vapor de agua em
decorréncia das interacdes moleculares entre o extrato e o polimero. Além disso, a
concentracdo do extrato pode ter aumentado a porosidade da cadeia polimérica,
resultando em uma taxa de PVA maior, uma vez que a difusdo do vapor de agua
ocorreu com mais facilidade (ANIRUDHAN, 2018; MOURA; MATTOSO;
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ZUCOLOTTO, 2012; RHIM et al., 2014). Os resultados obtidos no presente estudo
foram inferiores aos reportados por Benvegnu (2022) que desenvolveu filmes a base
de carragenana e incorporados com extrato etandélico e aquoso de propolis marrom,
onde obteve uma faixa de permeabilidade entre 5,00.10*! a 3,75.10 't g.m™*. Pal. s
Esta diferenca pode estar associada a propriedade de barreira que o extrato propiciou
as membranas, reduzindo assim a difusividade do vapor. Barreto (2021) elaborou
filmes bicamadas a base de quitosana contendo extrato da casca de jabuticaba, onde
observou uma permeabilidade de 1,85.10°g.m?. Pa. st e 1,84.10%g.m?. Pal. st
para a membrana pura e com a adicdo do bioativo, respectivamente. Dessa forma,
analisando os valores de PVA obtido pela autora, verificou-se que o desenvolvimento
de blendas bicamadas promoveu a maior capacidade de permeacao ao vapor de
agua. No entanto, quando comparados ao presente trabalho encontram-se abaixo do
reportado. Esta diferenca pode estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas
das solucdes filmogénicas e as condicdes de processamento, podendo afetar
significativamente as propriedades do material (LUO; WANG, 2014).

A interagcdo quimica entre as camadas da membrana e o extrato de folhas de

oliveira foi investigada por analise FTIR-ATR, conforme apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Espectros FTIR-ATR das membranas bicamadas de quitosana e alginato

de sédio controle (MBC) e com extrato de folha de oliveira (MBE)
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Fonte: Autora (2022)

Ao analisar os espectros de FTIR para as membranas MBC e MBE, pode-se
observar que ambos os espectros mostraram bandas largas entre 3000 e 3500 cm™,
gue séo relacionadas as vibracdes de estiramento O-H de grupos hidroxilas presentes
nos polissacarideos, como quitosana e alginato de sédio, e na agua (KITI;
SUWANTONG, 2020; WANG et al., 2007; CHANG et al., 2010; LI et al., 2012). Além
disso, sdo observados maiores picos no trecho O-H para as membranas MBE, em
relacdo a MBC, podendo estes estarem relacionados aos compostos presentes no
extrato, como por exemplo, a oleuropeina (MARTINY et al., 2020). A banda larga em
torno de 2.800 e 3.000 cm ! foi atribuida ao estiramento C-H (REN et al., 2016),
sendo mais pronunciada no espectro da membrana MBE devido aos grupos adicionais
do extrato. Em particular, o espectro MBE apresentou pico caracteristico ao grupo
amida estiramento do grupo C-N e deformacgéo angular da ligagdo N-H em 1540 cm-
L, Outras bandas de vibracédo caracteristicas foram observadas nos espectros MBC e
MBE, como o grupo carboxilato, onde observa-se um estiramento assimétrico em
1600 cm™ e simétrico em torno de 1420 cm, e a vibracdes de estiramento C-O que
representa o alongamento em 1030 cm(ZHU; WU; SUN, 2019).
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Os picos observados no presente estudo sdo similares aos resultados
encontrados por outros autores em materiais a base de quitosana e alginato de sodio
(SOBCZYK etal., 2021; ZHU; WU; SUN, 2019; YAN et al., 2022; KITI; SUWANTONG,
2020). Além disso, os picos obtidos a partir da MBC apresentaram pouco
deslocamento das bandas, quando comparados ao espectro da membrana com
adicao de extrato. Esta mudanca pouco significativa entre 0s picos nas amostras, pode
ser explicada através das interacdes eletrostaticas entre os varios grupos funcionais
presentes nas membranas de quitosana e alginato de sédio, sobretudo por ligagbes
de hidrogénio, que ocasionam a sobreposicdo dos espectros (KUILA; RAY, 2014).

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada para avaliar a decomposicao
térmica das membranas. As curvas de TGA e analise térmica diferencial (DTA) das
membranas bicamadas sem e com adicdo de extrato de folhas de oliveira sao

mostradas na Figura 18.

Figura 18 - Curvas termogravimétricas das membranas bicamada sem e com adi¢édo

de extrato de folhas de oliveira
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Fonte: Autora (2022)

Analisando as curvas TGA, estas revelam que a membrana MBC se decomp®s
de forma semelhante a MBE. O primeiro estagio, abaixo de 100 °C, para ambas as
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amostras sao atribuidas a desidratacdo residual, como evaporacdo de agua e
componentes volateis (KONG; SONG, 2019). O segundo estagio é atribuido a
decomposicao do glicerol, segundo Dou et al., 2009. O terceiro estagio encontrou-se
na faixa entre 190 — 230 °C com o pico em 210 °C, podendo estar relacionado a
degradacéo das cadeias poliméricas do alginato de sédio (SARMENTO et al., 2006).
Siddaramaiah et al. (2008) e Bierhalz; Moraes (2016) reportaram valores de
degradacdo para alginato de sédio em 235 °C e 246 °C, respectivamente. O quarto
estagio de perda de massa foi observado na faixa entre 250 — 300 °C com o pico em
280 °C, o qual foi relacionado a desidratacao dos anéis sacaridicos, despolimerizacao
e decomposicdo das unidades acetiladas (ZHANG; ZHAO, 2015). Ja o quinto estagio
das membranas (MBC e MBE), encontrados préximos a 580 °C e 600 °C, representam
os valores de massa residual da degradacéo incompleta dos compostos inorganicos
presentes em cada polimero. A MBE apresentou um pico em 500 °C, o qual foi
atribuido a taxa de degradacdo do extrato de folhas de oliveira. Erdogan; Demir;
Bayraktar (2015), observaram massa nao degradada a 600 °C, estimando que a
degradacdo seria completa em temperaturas superiores a 800 °C. Ao fim da analise
de estabilidade térmica, constatou-se que a membrana sem adi¢do do extrato (MBC)
foi totalmente degradada apos 800 °C, enquanto a membrana incorporada com extrato
(MBE) apresentou 5% de sua massa ndo degradada. Este comportamento pode estar
correlacionado, possivelmente, ao aumento da resisténcia a degradacéo térmica da

membrana apos a incorporacao do extrato de folhas de oliveira.

As membranas também foram avaliadas quanto ao seu potencial
antimicrobiano, uma vez que as infecgbes por micro-organismos Sdo a maior causa
do retardo no crescimento dos tecidos de reparacdo (GANESH et al., 2014). Dessa
forma, as analises microbiol6gicas do presente trabalho foram realizadas a fim de
determinar a capacidade de inibicdo das membranas bicamadas de quitosana e
alginato de soédio com e sem a presenca do extrato de folhas de oliveira frente as
bactérias gram-positiva e gram-negativa, comumente encontrados em feridas (PAIVA,
2010).

A Figura 19 mostra as micrografias eletronicas de varredura (MEV) das
membranas MCB e BEM.
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Figura 19: Imagens de MEV da secao transversal da membrana bicamada controle

(A) e com adicao de extrato (B)

Fonte: Autora (2022)

Através das imagens de microscopia da superficie das membranas é possivel
observar semelhanca entre a morfologia de ambas as amostras, apresentaram
superficies homogéneas. Através do resultado obtido em MBE é possivel visualizar a
presenca de uma interface correspondente as duas fases presentes no material,
sugerindo que a morfologia de cada polimero foi conservada. Ainda, ndo foi observada
a separacao das camadas, o que pode ser considerado um ponto positivo. Trevisol
(2018) desenvolveu membranas bicamadas de alginato de sédio e
carboximetilcelulose e observou através da micrografia de secdo transversal uma
interface bem definida entre as camadas superior e inferior.

A Figura 20 ilustra a analise microbiana das membranas bicamadas com e
sem extrato de folhas de oliveira. Ja os valores dos halos inibicdo frente aos micro-
organismos estudados séo apresentados na Tabela 4.
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Figura 20 — Analise microbiana contra as cepas: (A) e (B) E. coli; (C) e (D) S. aureus

Fonte: Autora (2022)

Tabela 4 — Halos de inibicdo medidos
Diametro do halo de inibicdo (mm)

Membrana — :
Staphylococcus aureus Escherichia coli.
MBC 0,0 0,0
MBE 0,0 12,19 £ 0,98

Fonte: Autora (2022)

Comparando as atividades antimicrobianas das membranas com e sem adi¢ao
do extrato, verificou-se que a MBE apresentou halos de inibicdo frente ao micro-
organismo Escherichia coli, indicando que houve atividade inibitéria nas membranas.
Dessa forma, a incorporacdo do extrato na matriz polimérica conferiu propriedades
antimicrobianas ao material. Esta capacidade de inibicdo do extrato de folhas de
oliveira esta atribuida a alta concentragcédo de oleuropeina e de compostos fendlicos
totais presentes em sua estrutura. Em resultados similares, Bonilla e Sobral (2016)
verificaram halo de inibicdo entre 21 a 26 mm para S. aureus e E. coli em seus filmes

de gelatina e quitosana incorporados de extrato de alecrim, canela, boldo e guarana.
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Benvegnu (2022) reportou atividade antimicrobiana de seus filmes de carragenana
incorporados com extrato etandlico de prépolis frente a cepa E.coli com halos de
inibicdo de 6,22 mm. Enquanto, as membranas de quitosana e alginato de s6dio sem
adicéo de extrato ndo exibiram atividades antimicrobianas para nenhuma das duas
cepas estudadas. Esta auséncia de halos de inibicdo também foi reportada por
Luciano (2020) em seus filmes mono e bicamada de gelatina pura. Bonilla e Sobral
nao verificaram halo de inibicdo para S. aureuse E. coli em filmes de gelatina.
Enquanto, Galindo et al. (2019) constataram a presenca de halos de inibicdo apenas
nos filmes de quitosana e gelatina contendo 6leos essenciais de alecrim e orégano,
onde os halos variaram entre 18 e 30 mm frente a E. coli e entre 20 e 47 frente a S.

aureus.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, a extracdo dos compostos bioativos presentes nas folhas de
oliveira (EFO) apresentou-se satisfatéria, uma vez que os valores de atividade
antioxidante (94,252. + 0,538 %) e compostos fendlicos totais (114,489 + 3,909

mgcae.gt) foram préximos a valores apresentados pela literatura.

O desenvolvimento das membranas bicamadas de quitosana e alginato de
sédio, realizado a partir da técnica de casting, resultou em membranas homogéneas,
uniformes, aderéncia entre as camadas e de facil remocéo das placas. Em relacéo,
ao processo de caraterizacdo das membranas, verificou-se que a adicdo do EFO na
matriz polimérica da membrana promoveu um aumento da espessura da MBE (0,218
mm) em relacdo a MBC (0,145 mm). Foi possivel observar também que, a adi¢cdo do
extrato diminuiu a tenséo de ruptura das membranas de 4,214 MPa e 2,994 MPa para
as MBC e MBE, respectivamente, enquanto o percentual de alongamento aumentou
de 9,990% para 14,686% da membrana controle em relacdo a membrana com EFO.

No entanto, a incorporagdo do EFO influenciou positivamente no indice de
intumescimento da membrana, na permeacao de fluidos e na taxa de transmissao de
vapor de umidade (MVTR), onde os valores obtidos para estes testes foram de
189,197% para a MBC e 213,421% para a MBE, respectivo ao intumescimento,
1959,929 g.m=2.diat e 2083,470 g.m?2.dia! para o ensaio de permeacéo de fluido para
as MBC e MBE, respectivamente. J4 os valores de MVTR para as membranas MBC
e MBE foram de 2207,285 e 2094,329 g.m.dia’, respectivamente. Notou-se também,
gue a adicdo do EFO na matriz polimérica ndo causou impacto significativo nos
resultados de permeabilidade ao vapor de 4gua, obtendo-se valores de 1,456.1011
g.m? Pal s?para MBCe 2,810.10! g.m?. Pal s para MBE.

Diante das analises de FTIR observou-se 0s grupos funcionais presentes nos
polimeros e os compostos fendlicos presentes na MBE, comprovando assim presenca
do EFO na mesma. Enquanto, as analises termogravimétricas mostraram que a
incorporacgao do extrato ndo influenciou na temperatura de degradacéo, onde a maior
perda de massa ocorreu na faixa de 210 a 300 °C. De acordo com a microscopia
eletrdnica de varredura, as membranas apresentaram superficies homogéneas. Além

disso, foi possivel visualizar a presenca das duas camadas no material, sugerindo a
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conservacao morfolégica de cada polimero. Ainda, as membranas contendo EFO
foram capazes de formar halos de inibicdo (12,189 mm) frente a cepa Gram-negativas
(Escherichia coli), evidenciando o carater antimicrobiano do extrato de folhas de

oliveira, bem como propriedades antimicrobianas ao material.

De acordo com os resultados obtidos, constatou-se que as membranas
estudadas se mostraram como um material promissor para aplicagdo como curativos
cutdneos. Em destague a membrana MBE devido & sua capacidade de promover
inibicdo antimicrobiana, além das 6timas propriedades de intumescimento, drenagem
de fluidos e taxas de transmissao de vapor, impedindo o acimulo de exsudatos e a
desidratagc&o excessiva da lesdo. Constatando-se como um material potencialmente

favoravel para a aplicagcdo como curativo para feridas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Produzir membranas em diferentes métodos além de casting.

¢ Realizar analises de barreira ultravioleta visivel nas membranas.

¢ Realizar outros testes in vitro, como atividade anti-inflamatoria e testes in vivo para
comprovacao da eficacia do poder cicatrizante das membranas elaboradas.

e Estudar a incorporacéo de outros compostos simultaneamente ao extrato de folhas

de oliveira, como farmacos.
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