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RESUMO

A utilizacdo de membranas poliméricas vem se tornando uma realidade. A indus-
tria farmacéutica esta em constante avango para desenvolver uma forma de tratamento
que seja eficaz e bom custo/beneficio. Pesquisadores tém focado na producao de mem-
branas poliméricas que sejam biocompativeis, biodegradaveis e atoxicas. A quitosana
obtida pela reacédo de desacetilacdo da quitina ¢é facilmente dissolvida em solucdes de
acidos fracos diluidos, formando um polimero catiénico, possui grande numero de gru-
pos hidroxila e grupos amina, o que lhe da uma caracteristica de alta hidrofilicidade,
permitindo assim, sua utilizagdo como biomaterial. A incorporacéo de Oleos vegetais em
membranas possui o intuito de melhorar as caracteristicas macroscopicas e auxiliar na
atividade cicatricante. Dentre os 6leos, o0 6leo de sucupira — Pterodon emarginatus Vogel
€ conhecida popularmente por possuir acdo antirreumatica, analgésica, anti-inflamato-
ria, antimicrobiana e leishmanicida. Com isso, o objetivo do trabalho foi desenvolver e
caracterizar membranas de quitosana incorporando oleo de sucupira e avaliar as carac-
teristicas macroscopicas do biomaterial e a atividade antimicrobiana do 6leo de sucu-
pira. A analise dos resultados mostrou que as membranas de quitosana, contendo 0,1 %
de oleo de sucupira obteve melhores resultados nas caracteristicas macroscopicas e o
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oleo vegetal isolado ndo apresentou atividade antimicrobiana nas concentracdes es-
tudadas. Com isso, conclui que a membrana apresentou caracteristicas promissoras
para a continuacao dos estudos, visando atividade cicatricial e, em relacdo a atividade
antimicrobiana mais estudos devem ser realizados empregando.

PALAVRAS-CHAVE

Quitosana. Sucupira. Membrana Polimérica.

ABSTRACT

The use of polymer membranes has become a reality. The pharmaceutical indus-
try is constantly advancing to develop a form of treatment that is effective and cost
effective. Researchers have focused on the production of polymer membranes that
are biocompatible, biodegradable and non-toxic. The chitosan obtained by the dea-
cetylation reaction of chitin is easily dissolved in dilute weak acid solutions, forming
a cationic polymer, has a large number of hydroxyl groups and amine groups, which
gives it a characteristic of high hydrophilicity, thus allowing its use as biomaterial. The
incorporation of vegetable oils into membranes is intended to improve the macrosco-
pic characteristics and to aid in cicatric activity. Among the oils, sucupira oil (Pterodon
emarginatus Vogel) is popularly known to have antirheumatic, analgesic, anti-inflam-
matory, antimicrobial and leishmanicidal action. The objective of this work was to
develop and characterize chitosan membranes incorporating sucupira oil and to eva-
luate the macroscopic characteristics of the biomaterial and the antimicrobial activity
of sucupira oil. Analysis of the results showed that chitosan membranes containing
0.1 % sucupira oil obtained better results in the macroscopic characteristics and the
isolated vegetable oil showed no antimicrobial activity in the studied concentrations.
With this, it concludes that the membrane presented promising characteristics for the
continuation of the studies aiming cicatricial activity and, in relation to the antimicro-
bial activity more studies must be carried out employing.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de membranas poliméricas vem se tornando uma realidade. A indus-
tria farmacéutica esta em constante avanco para desenvolver uma forma de tratamen-
to que seja mais eficaz e com um relativo custo/beneficio. Pesquisadores tém focado
na producdo de membranas poliméricas que sejam bicompativeis, biodegradaveis e
atoxicas (KAMOUN et al, 2017). E desejavel a incorporacdo de principios ativos nas
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membranas polimeéricas de forma a ampliar seus efeitos farmacologicos, fazendo ainda
com estas atuem como um veiculo de liberacdo controlada (ABDALKARIM et al, 2017).

Desenvolvimento de membranas produzidos a partir de polimeros naturais tem
amplo crescimento, fato comprovado pelo aumento de publicacdes cientificas e pa-
tentes. O uso de quitosana tem se destacado. A quitosana € obtida pela reacédo de
desacetilacdo da quitina, que foi isolada de insetos em 1823, posteriormente, obser-
VOu-se sua existéncia na carapaca de caranguejo. Além de ser constituinte do exoes-
queleto de artropodes, também pode ser encontrada em insetos e na parede celular
de fungos. (HAMED et al, 2016).

Dessa forma, a quitosana é denominada como um heteropolissacarideo, cons-
tituida por diversas unidades de D-glicosamina e por unidades de N-acetil-D-glico-
samina. E, devido as suas caracteristicas sao classificadas em alta (1.000.000 g/mol),
meédia (500.000 g/mol) e baixa (100.000 g/mol) massa molecular. Sendo de suma
importancia sua caracterizacdo fisico-quimica, exemplo, solubilidade, tamanho da
particula, pH, formacao de gel com polianions, dentre outros (AZUMA et al, 2015).
A quitosana é facilmente dissolvida em solucdes de acidos fracos diluidos, forman-
do um polimero catidénico, com a protonacédo (adicdo de protons) do grupo amino
(NH,*). Além disso, € observado um grande numero de grupos hidroxila e grupos
amina presente na cadeia polimérica da quitosana, o que lhe da uma caracteristica de
alta hidrofilicidade, permitindo assim, sua utilizacdo como biomaterial na condicdo
de membrana, nano/microparticulas e hidrogel. Apresenta ainda uma capacidade de
interagir com cargas negativas, uma vez que ainda possui residuos de glicosamina.
Por se tratar de um polimero obtido de fontes renovaveis, além de ser bicompati-
vel, biodegradavel e baixa toxicidade, como mencionado anteriormente, a quitosana
tornou-se bastante funcional. A sua versatilidade permite que seja aplicada na area
meédico-farmacéutica em varias formas, como esponjas (YE, et al, 2014), membranas
(AZAD, et al, 2004), hidrogéis (ISHIHARA, et al, 2003)2003, microparticulas (SEVE-
RINO, et al, 2014) e nanoparticulas (QIAN, et al, 2017). As propriedades quimicas da
quitosana a tornam uma boa opcao de polimero para producao de membranas com
o intuito de adicionar ativos. E, dentre as atividades biologicas descritas pela literatura
destaca-se atividade antimicrobiana e de cicatrizacdo (CREMAR, et al, 2018).

O crescente interesse na area tem sido pela incorporacéo de oleos vegetais nas
membranas poliméricas favorecendo a sua aplicacao no tratamento de feridas (CARNIEL,
et al, 2017). Para a efetividade da inclusao, € importante conhecer as caracteristicas fisi-
co-quimicas do polimero, de forma que quando adicionado o 6leo a membrana nao
perca as suas propriedades intrinsecas, exemplo elasticidade, capacidade de evaporacao
d'agua, perfusdo de oxigénio, entre outros. Esse fator torna-se um ponto critico na prepa-
racdo das membranas. (ALBARRACIN-HERNANDEZ; VALDERRAMA-BOHORQUEZ, 2014).

A incorporacdo de varios oleos em membranas tem sido descrita pela lite-
ratura (SILVA; PIGHINELLI, 2017). Com isso, a Pterodon emarginatus Vogel € uma
planta medicinal comum no cerrado brasileiro, sua espécie € chamada de sucupira
branca (HANSEN, et al, 2010). Seu d6leo possui atividade terapéutica antirreumatica,
analgésica e anti-inflamatoria (SANTOS, et al, 2010b; a) devido a presenca de 6aq,
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7B-diacetovouacapano, 7p-acetoxivouacapano, acido 6a, 7p-dihidroxyvouacapano-
17 B-oico, vouacapano- 6a, 7B, 14p-triol, dentre outros. Por isso as espécies do género
Pterodon encontram-se largamente disputando o interesse dos pesquisadores, a fim
de comprovar suas acdes farmacologicas. Na literatura foi possivel encontrar alguns
relatos de estudos onde foram detectados acdo profilatica do oleo da semente de
sucupira para acao anti-inflamatoria e acdo antinociceptiva central e periférica em
camundongos. Estudos realizados em camundongos demonstraram auséncia de to-
xicidade aguda e atividade mutagénica (SANTOS et al, 2010Db).

Com isso, esse trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar membranas
de quitosana incorporando oleo de sucupira visando o uso para tratamento de feridas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Na producédo da membrana foi utilizado o polimero quitosana (Polymar, Brasil)
e acido aceético glacial da Neon, Brasil, com 99,8 % de pureza. O 6leo de sucupira foi
gentilmente cedido pela Flora do Cerrado.

2.2 METODOS

Producao das membranas de quitosana

As membranas foram preparadas pelo método casting adaptado de (Kimura et
al, 2016). O procedimento consistiu de 2 % de quitosana em solucdo aquosa, e 1% de
acido acético glacial. A mistura permaneceu em agitador magneético (KASVI, Brasil)
por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi adicionado oleo de sucupira nas propor-
¢cdesde 0,5 %, 0,1 %. Ahomogeneizacao foi realizada em agitador mecanico (Fisatom,
Brasil), por 1 hora. A mistura final ficou de repouso por 24 horas para remoc¢ao de bo-
lhas. O passo seguinte foi adicdo das solucdes em placas de Petri.

Avaliacdo macroscoépica

As membranas foram submetidas as analises macroscopicas para avaliar: con-
tinuidade (auséncia de rupturas e fraturas apos a secagem), homogeneidade (au-
séncia de particulas insoluveis ou visiveis a olho nu, ou zonas de opacidade ou de
cores diferenciadas), manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos
de ruptura), flexibilidade (capacidade da membrana de fazer dobras até quebrar) e a
capacidade de formacédo de uma pelicula continua. Esta andlise foi obtida por meio
de avaliacdo macroscopica, atribuindo escores de + a +++ sendo classificados em
deficiente, boa e excelente, respectivamente.

Espessura
A espessura das membranas foi determinada baseando-se no trabalho de (Song
et al, 2016). Mediu-se as espessuras das membranas com um paquimetro digital, da

Ciéncias Bioldgicas e de Saude Unit | Aracaju | v.5 | nl | p. 47-58 | Out. 2018 | periodicos.set.edu.br



Cadernos de Graduacéo | 51

marca MESSEN, com precisdo de 0,01 mm, em cinco pontos diferentes. Todas as me-
didas foram realizadas nas cinco amostras para cada tipo de membrana.

Avaliacao do pH

As membranas foram intumescidas em tampao de fosfato salino (pH 6,8) e o pH
fol medido utilizando peagadmeto (Tecnopon, mPA-210). Os resultados foram repre-
sentados pela média de cinco medi¢des.

Grau de Intumescimento

Este teste foi avaliado pela imersdo das membranas em agua destilada. Para
a analise foram cortadas exemplares de 1 cm de cinco amostras de cada tipo de
membrana, e em seguida feito a media do resultado das mesmas. Apos 1 minuto
de imersdo, as amostras foram retiradas do solvente, secas em papel absorvente,
e entdo pesadas em balanca analitica. O grau de intumescimento foi avaliado
pela variacdo do peso entre as amostras e calculado conforme a equacéo 1.
(Premakshi et al, 2015).

(Massa umida — Massa seca)

Grau de intumescimento = x 100%
Massa seca

Atividade antimicrobiana

O teste microbiologico foirealizado com o intuito de determinar se a membra-
na de quitosana com o6leo de sucupira incorporado € capaz de inibir o crescimento
de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Utilizou-se a técnica de microdilui-
cdo em caldo, em microplacas de diluicdo com 96 pocos. Cada poco recebeu 100
UL de caldo Muller Hinton, 50 uL de oleo de sucupira, sendo uma concentragcdo
diferente para cada poco e 50 uL de uma das suspensdes bacterianas padronizadas
com a escala de Mc Farland 0,5. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 35 +
22 C. Foi utilizado como controle negativo Tween® 80. As cepas cedidas para estudo
foram Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, porém ambas as cepas
disponiveis eram multirresistentes (Severino et al, 2017).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas obtidas pelo método casting apresentaram macroscopicamente
coloracao amarelo dourado, auséncia de rupturas e fraturas, aspecto homogéneo. Na
Tabela 1 as membranas foram caracterizadas visualmente e caracterizadas em defi-
ciente (+), boa (++) e excelente (+++)
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Tabela 1 — Influéncia das diferentes formulacdes nas caracteristicas macrosco-
picas das membranas produzidas.

Formulacdo | Homogeneidade | Flexibilidade | Continuidade | Manuseabilidade

Quitosana +
0,1% de dleo +++ +++ +++ +++
de Sucupira

Quitosana +
0,5% de oleo ++ + +++ ++
de Sucupira

Quitosana +++ + +++ ++

Obs: + = deficiente; ++ = boa e +++ =excelente.
Fonte: Dados da pesquisa.

Membrana de quitosana sem oleo apresentou-se coloracdo amarelo claro, as-
pecto homogénea e pouca flexibilidade. A membrana de quitosana com 0,1 % de oleo
de sucupira apresentou boas caracteristicas macroscopicas, como por exemplo, uma
flexibilidade adequada para um bom manuseio, aspecto continuo com bordas regu-
lares. A quitosana no meio acido diluido forma um polimero catidnico, que ira atrair
moléculas de cargas negativas, enquanto o oleo de sucupira possui em sua com-
posicdo compostos terpénicos, flavonoides, dentre outros que podem reagir com a
quitosana, favorecendo as propriedades macroscopicas avaliadas.

Com o aumento da incorporacdo do oleo de sucupira para 0,5 % observou-se
maior irregularidades, sendo suas bordas ficaram dobradicas, maior fragilidade devido
a pouca homogeneidade. Esse resultado sugere que a quantidade de oleo de 0,5 %
€ superior a capacidade de retencdo das cadeias poliméricas, ou seja, tornando-as
mais distantes entre si, justificando assim, uma reducao nas forcas coesivas entre as
cadeias, o que resultou no aumento da mobilidade dos grupamentos poliméricos e
no aumento da ductilidade dos materiais.

As propriedades mecanicas das membranas de quitosana sofrem interferéncia
do tipo de acido utilizado na solubilizacdo. Relata ainda que quando solubilizada com
acido aceético ou formico resultam em membranas com maiores forcas de tenséo, o
que ocasiona a reducao da flexibilidade. Alem disso, quanto maior o grau de desace-
tilacdo maior sera sua resisténcia mecanica (NOSHIRVANI et al, 2017).

Os valores medios da espessura das membranas, contendo somente quitosana e
incorporado 0,1 e 0,5% de oleo de sucupira foram respectivamente 0,09 + 0,01 um, 0,012
+ 0,02 um e 0,065 + 0,02 um, respectivamente. Podemos perceber que ocorreu uma ten-
déncia de aumento na espessura quando incorporada maiores concentragdes do oleo de
sucupira era esperado devido a incorporacédo do oleo entre as cadeias do polimero.

A espessura trata-se de um fator importante, sendo que por meio dela po-
dem-se influenciar na capacidade de barreira a gases e ao vapor d'agua. A per-
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meabilidade das membranas de quitosana € afetada por varios fatores como es-
pessura do filme, grau de desacetilacdo, massa molar e grau de molhabilidade.
Visando a aplicacdo nas feridas que se apresentavam umidas, mostraram-se com
aderéncia imediata apos serem posicionadas sobre elas. Na fase mais adiantada
de epitelizacdo, apresentaram-se menos aderentes. A cada troca dos curativos,
pretende visualizar a presenca da membrana ainda recobrindo todas as feridas.
Apresentavam-se fridveis e com retencdo de exsudato nas feridas umidas e secas
na fase mais adiantada da cicatrizacéo.

Outra caracteristica importante para avaliar em uma formulacdo € pH. Consi-
derando que este ird entrar em contato com a pele ferida, grandes variacdes podem
causar irritacdes, dores e desconforto ao paciente. Os resultados mostraram o pH
da membrana de quitosana foi de 6,5, e que apos incorporacdo do oleo de Sucupira
o0 pH aumentou para 7,0 independente da concentracdo. A quitosana para ter acdo
antimicrobiana deve estar em pH proximo de 6,5, sendo que a acao antimicrobiana
aumenta com a diminui¢cédo do pH devido a protonacéo dos grupos amino da cadeia
polimérica (KONG et al, 2010). Além disso, o aumento da protonacgao favorece a mi-
togenese dos fibroblastos, favorencendo a interacdo das cargas do polimero com as
negativas presentes na superficie das células (CHATELET et al,, 2001).

O grau de intumescimento varia com a interacdo entre o polimero e o solvente,
devido suas caracteristicas quimicas e estruturais, a quitosana tem a habilidade de
reter agua. Esse € um fator importante, considerando que esta deve promover uma
permeacdo da agua sem que ocorram danos em si, como desagregacao das fibras,
destacamento da membrana, entre outros (KIM et al,, 2003). Os resultados mostraram
que a membrana produzida somente com quitosana teve intumescimento de 100
%, enquanto as amostras contendo 6leo de sucupira esse valor 150 %, sugere-se que
esse fato se da pela forte afinidade dos agrupamentos quimicos presentes no oleo de
sucupira a grupos polares, influenciando assim na quantidade de agua retida.

A quitosana possui varios grupos hidroxilas que apresentam forte afinidade com
a agua (LIN; CHOU, 2004). Os metabolitos secundarios da Sucupira sdo em sua maio-
ria terpenos, os quais sdo insoluveis em agua (KIATKOSKI, 2011). Contudo ao forma-
rem complexos com a quitosana, fizeram com que esta aumentasse sua capacidade
de retencdo de agua. Esse resultado € interessante para a continuacao dos estudos,
pois favorecera a absorcao dos exsudatos presentes nas feridas.

O oleo de sucupira foi testado para avaliar a atividade antimicrobiana, utilizan-
do o0 método de microdiluicdo. Nas diluicdes de 32%, 16%, 8%, 4%, 2% e 1% o Oleo de
sucupira ndo apresentou acdo antimicrobiana tanto nas cepas de bactérias gram-
-positivas como nas gram-negativas, como mostra a Figura 1. E importante levar em
consideracdo que as cepas utilizadas eram de bactérias multirresistentes. Na literatu-
ra existem pesquisas semelhantes que abordam a acdo antimicrobiana da Pterodon
emarginatus Vogel. Dentre eles podemos citar o trabalho de Dutra e outros autores
(2008) no qual o dleo essencial demonstrou atividade contra S. aureus e resultado
negativo para Pseudormonas aeruginosa.

Bustamante e outros autores (2010) realizaram o teste com o extrato etanolico
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bruto da casca e a mesma inibiu o crescimento de C. albicans, gram-positivas espo-
ruladas e ndo esporuladas e gram-negativas.

Figura 1 — Fotografia dos pocos utilizados no teste de microdiluicdo
a) Pseudomonas aeruginosa e b) Staphylococcus aureus

a)

4 CONCLUSAO

O ¢dleo de sucupira ndo apresentou atividade antimicrobiana nas concen-
tracdes estudadas, no entanto, maiores estudos devem ser realizados. Empre-
gando a técnica casting foi possivel obter membranas com caracteristicas ma-
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croscopicas satisfatorias, contendo 0,1 % de oleo de sucupira. A metodologia
de desenvolvimento € uma técnica pratica, escalonavel, reprodutivel e de baixo
custo, com isso, sugere-se avancar os estudos para o desenvolvimento de uma
formulacado eficiente para o tratamento de feridas.
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