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RESUMO

O uso abusivo de medicamentos anti-inflamatorios traz riscos a saude da populacéo e tal
fato preocupa e instiga cada vez mais 0s pesquisadores a buscar alternativas de novos
farmacos e formulages mais seguros. Neste sentido o desenvolvimento de novas
formas farmacéuticas de liberacdo modificada e a busca de novos farmacos, apresenta-
se como um campo de pesquisa de grande importancia. Os extratos de espécies vegetais
se destacam com uma matriz de interesse em decorréncia da presenca de possiveis
moléculas bioativas. Entre estes compostos destacam-se os fendlicos, que se destacam
como uma classe bastante diversificada estruturalmente e cuja atividade antioxidante e
anti-inflamatoria sdo bem estudadas e reconhecidas. A espécie Euphorbia umbellata
tem despertado interesse nos ultimos anos quanto ao seu uso etnofarmacoldgico para
tratamento de quadros de céncer e inflamacgéo, e apresenta-se como candidata a ser
empregada em formulacBes com atividade anti-inflamatoria, especialmente por
apresentar entre seus metabdlitos, os compostos fendlicos. Sendo assim, no presente
estudo, membranas de quitosana contendo a fracdo metandlica de E. umbellata para
aplicacdo tdépica foram desenvolvidas, caracterizadas e avaliadas quanto ao seu
potencial antioxidante e antimicrobiano. Para tanto, inicialmente foram realizadas a
determinacdo quantitativa dos compostos fenodlicos (fendlicos e flavonoides totais)
presentes no extrato bruto e suas fragdes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol) por UV-VIS e a avaliacdo cromatografica qualitativa da fracdo metanolica por
UHPLC-MS. A caracterizacao fisico-quimica das membranas foi desenvolvida por meio
de técnicas de MEV, FEG, densidade, DRX, FTIR, DSC, TGA, determinacdo de cor e
avaliacdo farmacoldgica in vitro mediante a determinacdo do potencial scavenger
(DPPH e ABTS) e antimicrobiano, além do teste de permeacao ex vivo. A gquantificacdo
de fendlicos revelou que a fracdo metandlica é a que possui maior quantidade desses
compostos (225,205 mg.g™) e a avaliagdo cromatografica da mesma permitiu sugerir 23
moléculas de substancias fenolicas pertencentes as classes dos acidos fendlicos simples,
taninos e flavonoides. Os testes de caracterizacdo evidenciaram variagdes relacionadas a
adicdo da fracdo metandlica a matriz de quitosana, o que demonstra a interacdo desta
com a estrutura do polimero. Os ensaios antioxidante e antimicrobiano indicaram
favorével potencial das membranas M50FM e M100FM, nos modelos estudados. Da
mesma forma, estas formulacGes também se destacaram no ensaio antimicrobiano. Nao
foi observada permeacdo cutanea o modelo de célula de Franz, o que aponta para uma
atividade local. Deste modo, foi possivel indicar que ocorrem interacfes entre a fracdo
metandlica e o polimero, entretanto as formulacGes sdo candidatas promissoras a
aplicacdo topica para acdo anti-inflamatdria.

Palavras-chave: Euphorbia umbellata, caracterizacdo fisico-quimica, compostos
fenolicos, membranas de quitosana.



ABSTRACT

The abusive use of anti-inflammatory drugs entails health risks and this fact has
increasingly led researchers to seek alternative new drugs and safer formulations.
Consequently the development of new, modified drug delivery systems and the search
for new drugs, presents itself as a great research field. The extracts from plant species
stand out as a matrix of interest due to the presence of possible active compounds.
These compounds include the class of phenolic compounds, which is a structurally
diversified class whose antioxidant and anti-inflammatory activity have already been
well-studied and recognised. The species Euphorbia umbellata has attracted attention in
recent years in relation to its ethnopharmacological use for the treatment of cancer and
inflammation and it presents as candidate to be used in formulations with anti-
inflammatory activity, which is especially present among in its metabolites, i.e. phenolic
compounds. Consequently, this study developed, characterised and evaluated chitosan
membranes containing the methanol fraction of E. umbellata for topical application in
relation to their antioxidant and antimicrobial potential. Initially, the quantitative
determination of phenolic compounds (total flavonoids and phenolics) present in the
crude extract and its fractions (hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol) were
performed using UV-VIS, and a qualitative chromatographic evaluation of the
methanolic fraction was performed using UHPLC-MS. The physicochemical
characterisation of the membranes was performed using SEM and EGF techniques,
density, XRD, FTIR, DSC, TGA, colour measurements, and pharmacological
evaluation in vitro by determining the scavenging (DPPH and ABTS) and antimicrobial
potential, in addition to ex vivo permeation testing. The quantification of phenolic
compounds demonstrated that the methanolic fraction contained the highest amount of
these compounds (225.205 mg.g") and the chromatographic evaluation of the
methanolic fraction made it possible to suggest 23 molecules of phenolic substances
belonging to the classes of simple phenolic acids, tannins and flavonoids. The
characterisation tests showed variations related to the addition of the methanolic
fraction of the chitosan matrix, which showed interaction between the chitosan matrix
and the polymer structure. The antioxidant and antimicrobial tests indicated the positive
potential of the membranes in relation to the studied models. Similarly, these
formulations also stood out in the antimicrobial assay. There was no permeation of the
Franz cell model, suggesting a local activity. Thus, it was possible to demonstrate that
interactions occurred between the methanolic fraction and the polymer. These
formulations show promising potential for topical application in relation to anti-
inflammatory action.

Keywords: phenolic compounds, chitosan membranes, infrared spectroscopy,
Euphorbia umbellata.
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1 INTRODUCAO
Destaca-se no tratamento de quadros inflamatorios que acometem o homem, a

terapéutica medicamentosa com o uso de anti-inflamatorios esteroidais e os anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais. A prescricdo e a utilizacdo de produtos farmacéuticos,
sobretudo formas farmacéuticas orais, para o tratamento de quadros relacionados as
inflamacdes é crescente (ELY et al., 2015; BERTOLDI et al., 2014; DE-PAULA et al.,
2014; CARVALHO et al., 2005).

Entretanto, muitas vezes, o uso cronico desses medicamentos, sem 0 correto
acompanhamento e a orientacdo de profissionais da saude, pode levar ao aparecimento
de efeitos adversos, agravando o quadro clinico do paciente (BORGES et al., 2013;
ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU , 2011).

Sendo assim, existe a constante e desafiadora proposta de se buscar novos agentes
bioativos, que possam ser incorporados a formas farmacéuticas ja existentes ou que
venham a compor novas formulacGes, como alternativa para se enriquecer a lista de
especialidades farmacéuticas e tentar reduzir os casos de baixa atividade ou efeitos

colaterais produzidos pelos farmacos existentes no setor médico-farmacéutico.

Desta forma, o desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo
modificada/controlada e, especialmente, a busca por novos principios ativos ou a
associacdo destas duas acdes, é de grande interesse em termos de salude e para fins
comerciais (KOST; LANGER, 2012; LOPES et al., 2005; DAS; DAS, 2003).

No que diz respeito a formulacdo farmacéutica, pode-se ressaltar que estas
preparacdes podem promover, quando bem elaboradas, uma liberacdo inicial imediata
do farmaco (burst), a qual pode ser interessante, seguido da liberacdo gradual de
quantidades adicionais para manter-se o efeito pelo periodo desejado, evitando a
ocorréncia de “picos” e “vales” de concentracdo sanguinea do farmaco administrado
(ALLEN; ANSEL; POPOVICH, 2011). Para atingir este objetivo, 0 uso de polimeros
pode auxiliar no controle da liberacdo de farmacos a partir da forma farmacéutica, de
modo a aperfei¢oar a disponibilidade do principio ativo, promover a manutencdo dos
niveis séricos e evitar acdes locais indesejadas ocasionadas pelo ativo (VILLANOVA,;
OREFICE, 2010; OLIVEIRA; LIMA, 2006).
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Um exemplo de polimero que pode ser utilizado com esta finalidade € a quitosana,
um polimero semissintético, empregado na producdo de nanoparticulas, comprimidos,
filmes e membranas. Os produtos manufaturados com este excipiente podem ser
impregnados com compostos organicos e minerais (FWU-LONG et al.,, 2002;
HIRANO et al., 1981), com o proposito de potencializar ou acrescer caracteristicas ao
produto como a¢do antimicrobiana e cicatrizante (COSTA, et al., 2012; KONG et al.,
2010; GOY et al., 2009).

Ainda, quanto a busca de novos ativos, o estudo de extratos vegetais e substancias
(metabdlitos primérios e secundarios) se apresentam como uma alternativa a descoberta

de novas moléculas a serem avaliadas para tratamento como agentes anti-inflamatorios.

Neste contexto se inserem algumas espéecies do género Euphorbia (familia
Euphorbiaceae), as quais sdo utilizadas, muitas vezes etnofarmacologicamente, para

tratamento de processos inflamatorios (ERNST et al., 2015).

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, conhecida como leitosinha ou janauba, é
amplamente utilizada na regido dos Campos Gerais como agente anti-inflamatério, para
o tratamento de doencas gastricas, como agente hemostatico e também antitumoral
(BADGUJAR, 2014; OLIVEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2012).

Entre seus metabdlitos secundarios podem ser citados antocianinas, flavonoides,
taninos, terpenos, proteinas e outros (ANDERSEN et al., 2010; RAJESH et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2005; MENON et al., 2002; BAGAVATHI; SORG; HECKER, 1988;
PREMARATNA et al., 1984). Atribui-se aos terpenos, bem como aos compostos
fendlicos presentes no género Euphorbia (ERNST et al., 2015; OZBILGIN; CITOGLU,
2012; COSTA et al., 2012), a acdo anti-inflamatoria e a capacidade de inibir a formacéo
de radicais livres (ANTONISAMY et al., 2011).

Apesar da ampla utilizacdo de espécies deste género na medicina popular, o
conhecimento cientifico disponivel sobre a aplicacdo de seus extratos como
fitocomplexos em formulagdes farmacéuticas € inexistente. Estudos que avaliem a
composi¢cdo quimica dos extratos dessas espécies, bem como comprovem suas acoes

farmacoldgicas, apesar de crescentes, ainda sdo escassos e necessitam ser ampliados;
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em especial os extratos da espécie E. umbellata que tem demonstrado um promissor

potencial farmacoldgico, o qual ainda pode ser melhor estudado (MACHADO, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho propds desenvolver e caracterizar uma
forma farmacéutica de aplicacdo topica na forma de membrana, utilizando o polimero
quitosana contendo fracdo metanolica do extrato da casca do caule de E. umbellata, bem
como avaliar parametros cromatograficos, antioxidantes e microbiologicos da

formulacéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pele e via de administracao topica
Considerado o maior 6rgdo do humano em extensdo e peso, a pele constitui

aproximadamente 16% do peso corporal. Compde o sistema tegumentar juntamente
com seus anexos: glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, foliculos pilosos e unhas
(GARTNER & HIATT, 2007). Consiste em trés camadas distintas: a epiderme (estrato
cdrneo), a derme e a hipoderme ou camada subcuténea (Figura 1) (KIERSZENBAUM
& TRES, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1. llustracdo das camadas da pele e seus anexos
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Fonte: Adaptado de In Britannica Escola Online
(http://escola.britannica.com.br/assembly/135568/A-pele-humana-tem-tres-camadas-a-
epiderme-a-derme).

A pele apresenta-se como uma barreira de protecdo e cobertura aos tecidos
subjacentes, além de possuir diversas fungdes, como: protecdo contra lesdes, invasdo de
micro-organismos e dessecacgéo; regulacdo da temperatura corporal com a conservagao
ou a dissipacdo do calor; 6rgao sensorial; excrecdo (glandulas sudoriparas); e absorcéo
da radiacdo ultravioleta dos raios solares para a sintese de vitamina D
(KIERSZENBAUM; TRES, 2012; GARTNER & HIATT, 2007).

Além de barreira de protecdo contra possiveis agentes nocivos, 0 estrato corneo

também € a barreira a ser transposta quando a via de aplicagdo da formulacéo é a via
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topica. Esta via de administracdo é aquela a qual se encontra proxima da area afetada e
onde as formulacGes serdo aplicadas como objetivo de conseguir maiores concentragdes
de principio ativo no tecido alvo e concentracdo sérica minima ou inexistente (MANO,
2012; FLORES; CASTRO; NASCIMENTO, 2012).

O estrato cérneo, camada mais superficial de pele, é constituido por células
mortas com grande acumulo de queratina e apresenta-se como a principal barreira para a
absorcdo de principios ativos pela via topica (GEUSENS et al., 2011; CAMPOS;
MERCURIO, 2009). A permeagdo dos principios ativos pela pele pode ocorrer
principalmente de modo transcelular, através das células, ou paracelular, nos espacos
intercelulares (Figura 2) (GEUSENS et al., 2011).

Figura 2. Rotas de permacdo de farmacos através do estrato corneo — atraves da matriz
lipidica (entre os cornedcitos - intercelular) e através dos cornedcitos e a matriz lipidica
(transcelular)
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Fonte: GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008.

2.2 Quitosana
A quitosana (Figura 3) € um polimero semissintético ndo celuldsico resultante da

desacetilagdo da quitina na presenga de agentes basicos. A quitina € o principal
componente do exoesqueleto de crustaceos, ocorrendo também em plantas,

invertebrados marinhos, insetos, paredes celulares de alguns fungos e micro-
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organismos, sendo considerado o segundo recurso organico mais abundante na Terra
(ABREU et al., 2013; KASAALI, 2008).

Apresenta-se como um polimero biodegradével, biocompativel, sendo quebrado
por vérias enzimas proteoliticas. Também tem por caracteristicas ser catibnico e
hidrofilico, além de ser um polissacarideo linear de carater basico contendo 0s
mondmeros [1,4] 2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-
glucopiranose (DIAS et al, 2013; HOLLMAN; KATAN, 1999).

Este polimero apresenta trés principais grupos funcionais, sendo eles: hidroxila
(OH), amina priméaria (NH,) e grupamentos éter (C—O—C) e dependendo do nivel de
desacetilacdo pode apresentar ainda grupamentos carbonila (C=0) residuais
(MADELEINE-PERDRILLAT et al., 2015). Os grupos amino livres relacionam-se a
solubilidade do polimero, assim como seu grau de desacetilacdo, o qual a medida que
aumenta também promove um aumento na solubilidade do polimero em meio aquoso.
Isto pode ser atribuido a carga positiva na molécula de quitosana e favorece reacdes
com polimeros ani6nicos e com superficies com carga negativa (DIAS et al., 2013;
TORRES, 2009).

Figura 3. Estrutura primaria das unidades repetitivas da quitosana, adaptada de Silva;
Santos e Ferreira (2006)
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A aplicabilidade da quitosana é muito ampla, incluindo medicamentos que
auxiliam no combate a obesidade (por intumescimento gastrico promovendo a sensacdo
de plenitude gastrica e saciedade), formas farmacéuticas de liberacdo prolongada,

compondo formulagdes de fibras dietéticas, no revestimento de frutas contribuindo para
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aumentar o shelf life, atuando como agente antifingico e antibacteriano, entre outros
(DIAS et al., 2013).

Caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade da quitosana tornam-
na util em diversas aplicacGes na area farmacéutica, particularmente na preparacdo de
sistema de liberacdo controlada de farmacos. Essas aplicacGes sdo diversas e em formas
diferentes — na producdo de nanoparticulas, membranas ou filmes, microesferas e
comprimidos (DIAS et al., 2013; HIRANO; TOBETTO; NOISHIKI, 1981).

Outra caracteristica que se destaca sdo as propriedades bioadesivas e
mucoadesivas da quitosana, devido as suas cargas positivas em pH neutro, que
permitem uma interacdo idbnica com as cargas negativas de residuos de &cido siélico do
muco (PATE; PATEL; PATEL, 2005). Aproveitando-se desta propriedade e associada a
atividade antimicrobiana do polimero, estudos avaliam sua aplicacdo no combate de
patdgenos anaerdbicos causadores de infecgdes bucais como um tratamento alternativo
(COSTA et al., 2012).

Numerosos estudos demonstraram que a quitosana e seus derivados quimicamente
modificados (N-trimetila e N-carboximetila) séo eficazes promotores de absorcéo e
seguros para liberacdo de macromoléculas hidrofilicas (peptideos, proteinas e heparina)
nas mucosas nasal e oral (SILVA, 2006). Além disso, exibe uma variedade de acdes
biol6gicas como hipocolesterolémica, antimicrobiana, cicatrizante (COSTA et al, 2012;
PATE; PATEL; PATEL, 2005; HOLLMAN; KATAN, 1999; HOLLMAN; KATAN,
1997; LEHR et al., 1992).

2.2.1 Membranas de quitosana

A partir de uma solucdo de quitosana é possivel obter formas diversas como
membranas, filmes e microesferas. As membranas podem ser preparadas por
evaporacdo de uma solugdo de quitosana em acido acético espalhada numa placa de
vidro ou pléastico, resultando na formagdo de um biofilme flexivel e resistente.
Caracteristica esta que pode ser melhorada pela adicdo de plastificantes como o glicerol
e o poli(alcool vinilico) (COSTA et al., 2006).
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A preparacdo de ambas as formas, membranas ou microesferas, baseia-se na
natureza policatidnica do polimero. Em meio acido, 0s grupos amino das cadeias
poliméricas da quitosana protonam, tornando-a mais hidrossoluvel. Posteriormente,
podem ser realizadas modificacBes quimicas dos grupos funcionais, de acordo com a
caracteristica desejada (BEPPU; ARRUDA; SANTANA, 1999).

Estas membranas podem ser submetidas a um processo de reticulacdo, com
agentes como o glutaraldeido, resultando na formacao de ligacbes covalentes entre os
grupos amino da quitosana e aldeido do glutaraldeido. Essas ligacOes sdo irreversiveis e
resistem as variaces de pH e temperatura. Além disto, as membranas tornam-se inertes
e resistentes ao meio acido o que € interessante para o desenvolvimento de formulacdes
orais (JOSUE et al., 2000).

Outra modificacdo também aplicada as membranas de quitosana é o emprego de
formadores de poros como o polietilenoglicol (PEG) visando otimizar o sistema de
liberacdo do principio ativo. Li e colaboradores (2011) estudaram diferentes proporcdes
de quitosana e PEG para a formacdo de membranas contendo vitamina B12 e
sulfamerazina. Os autores constataram que as formulagdes contendo o agente de

porosidade foram eficientes em controlar a liberacdo dos ativos estudados.

Também ja foram avaliadas no desenvolvimento e preparo de 6rgaos artificiais
(rins), apresentando alta resisténcia mecénica, elevada permeabilidade & ureia e a
creatina e impermeaveis as proteinas séricas. Também foi descrita em ceratoplastias,
exibindo a capacidade de induzir a vascularizacdo corneal, evidenciando o seu potencial
emprego em cirurgias oftdlmicas (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A adicdo de compostos bioativos as membranas é amplamente descrita na
literatura. As possibilidades de impregnacdo das membranas sdo muito abrangentes,
incluindo a obtencdo de compdsitos organico-mineral como quitosana/hidroxiapatita
para o auxilio em operacGes de enxertia, em especial as que envolvem regeneragdo
tecidual (GINANI et al., 1999).

As membranas podem ser impregnadas com diversos compostos organicos como

antibidticos (demonstrando uma boa alternativa de curativo para feridas infectadas)
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além de minerais (hidroxiapatita) (FWU-LONG MI, 2002; FWU-LONG MI et al.,
2003).

Os compostos polifenolicos, por exemplo, podem contribuir para que as
membranas apresentem seu efeito antioxidante e antimicrobiano mais pronunciado
(FWU-LONG MI, 2002). Rubilar e colaboradores (2013) desenvolveram e avaliaram
membranas de quitosana contendo carvacrol, um composto fenodlico, e extrato de
semente de uva (o qual é rico em compostos fendlicos), para intensificar funcdes da
membrana como antioxidante e antimicrobiana. No mesmo sentido, trabalhos
incorporam ativos como ché verde, cha preto, uma mescla de compostos fenolicos e
catequina em matrizes de quitosana visando explorar seus possiveis efeitos bioativos e
também controlar a sua liberacdo (WANG et al., 2013; VODNAR, 2012; ZHANG;
KOSARAJU, 2007).

Siripatrawan e Harte (2010) testaram o extrato de cha-verde incorporado em
membrana de quitosana para avaliacdo de sua atividade antioxidante devido a presenca,
neste extrato, de compostos fenolicos. Da mesma forma, estes compostos também
foram associados a quitosana, na forma de nanoparticulas, visando uma liberacédo
controlada dos mesmos e assim promover futuras aplicagdes (ZHANG; KOSARAJU,
2007).

Este polimero tem a capacidade de formar filmes hidrofilicos que absorvem agua.
Os filmes de quitosana podem ser empregados no tratamento de queimaduras porque
permitem a passagem de oxigénio, acelerando a cicatrizacdo. Uma vantagem adicional é
que, apds a cicatrizacdo, ndo ha a necessidade de remover a membrana, pois as enzimas
presentes nos tecidos epiteliais degradam o polimero permitindo a sua absorcéo,
evitando-se 0s danos na é&rea cicatrizada, causado pela remocdo de curativos e
bandagens (FINISIE et al., 2001).

Outros estudos tém explorado as caracteristicas curativas da quitosana como
promotora na cicatrizacdo de feridas pela sua capacidade de acelerar a infiltragdo de
células inflamatdrias e ativar a migracdo de fibroblastos (SANTOS et al., 2003;
KRAJEWSKA, 2005; WANG et al., 2002).
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Um curativo de quitosana incorporando sulfadiazina de prata, aplicada na
bicamada do curativo, mostrou manter uma excelente permeabilidade ao oxigénio,
transmissdo controlada de vapor d’agua e capacidade de absor¢do de dgua. Além disso,
0 principio ativo apresentou excelente atividade bactericida in vitro por até uma semana,
nesta formulacdo (WILLI; CHANDRA, 2004).

A quitosana também estimula a proliferacdo de células e suas propriedades
bioldgicas sdo muito Uteis no tratamento de feridas. Membranas finas, flexiveis e
transparentes a base de quitosana e alginato tém se mostrado eficientes quando
comparadas a gaze no tratamento de feridas. Curativos de quitosana/alginato contendo
antibidticos e analgésicos também foram testados em seres humanos, verificando-se
efeitos topicos benéficos no controle da infec¢do e reducdo no tempo de cicatrizacao das
feridas (SHYONG et al., 2001).

Ainda, este polimero prové a estrutura para o crescimento celular, fornece
proteinas para a cicatrizacdo, fortalece o tecido em formacéo, atua como barreira contra
micro-organismos, minimiza a deformacdo cutanea, além de estimular a coagulacdo
sanguinea natural, absorver os fluidos provenientes da ferida (exsudato) e bloquear as
terminac6es nervosas, reduzindo a dor (PAUL; SHARMA, 2004).

O bom potencial da quitosana em processos de cicatrizacdo desperta grande
interesse em pesquisas seja como curativo em queimaduras ou em processos de
reconstituicdo. Neste contexto, Mduller (2013) desenvolveu e testou membranas de
quitosana impregnadas com 06leo de cravo, considerando a boa atividade antimicrobiana

da matriz vegetal.

Além disto, outros trabalhos envolvendo formulagdes com quitosana tém buscado
empregar ativos naturais (GIBIS; ZEEB; WEISS, 2014; SILVA et al.,, 2013;
MORITMOTO et al., 2012; CHAO, 2008).

2.3 Plantas medicinais
Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como fonte de

alimentos, de materiais para vestuario, habitacéo, utilidades domesticas, defesa e ataque,
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na producdo de meios de transporte e também para fins medicinais (SCHENKEL,;
GOSMANN; PETROVICK, 2004; TESKE; TRENTINI, 1995). Plantas medicinais
conhecidas ha muito tempo, sdo utilizadas em todo o mundo, sendo o uso dado por meio
da automedicacdo ou pela recomendacdo de médicos e farmacéuticos (PETROVSKA,
2012).

A magnitude da biodiversidade mundial atual ndo € conhecida com exatiddo, tal a
sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e micro-organismos. Calcula-se que h& em torno de
250.000 espécies de plantas superiores, sendo em grande parte endémicas da América
Latina. Apenas o territdrio brasileiro é habitat de cerca de 20-22% de todas as plantas e
micro-organismos existentes (BRAZ FILHO, 2010; CALIXTO, 2005; GUERRA,
NODARI, 2004). No Brasil, estima-se que a flora conste de aproximadamente 41.000
espécies (MARTINELLI; MORAES, 2013), sendo que 18.082 espécies de plantas

vasculares sdo tidas como endémicas (FORZZA et al., 2012).

As plantas possuem moléculas complexas e com inUmeras variagdes estruturais,
as quais podem apresentar diversas atividades bioldgicas, conduzindo a descoberta de
novos farmacos e, desta forma, constituindo-se em ferramentas importantes na pesquisa
biomédica (NOLDIN; ISAIAS; CECHINEL FILHO, 2006; CALIXTO, 2005).

A afirmativa supracitada é reforcada pelo fato que atualmente, mesmo com o
avanco de novos processos de sintese organica e da biotecnologia, as plantas medicinais
e seus extratos apresentam papel importante na terapéutica contemporanea,
representando claramente uma janela de oportunidade para a industria de medicamentos
que busca o desenvolvimento de novos medicamentos e produtos de aplicagdo médico-
farmacéutico (BRAZ FILHO, 2010; VILLAS BOAS; GADELHA, 2007).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais est4, em sua maioria, fundamentada
no uso popular que foi sendo acumulado e passado cotidianamente de geragdo para
geracio (BRANDAO et al., 2010; YUNES; SCHENKEL; CECHINEL FILHO, 2001).

O amplo emprego de plantas medicinais pela populacdo, bem como o grande
apelo pelo uso e desenvolvimento de produtos utilizando extratos provenientes de

plantas, associado a concepcéo iluséria de que plantas medicinais e produtos derivados
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dessas ndo fazem mal a salde trazem a necessidade iminente de pesquisas relacionadas,
bem como o desenvolvimento de apresentacfes farmacéuticas cujo uso pela populagdo

seja seguro e mais facilmente orientado.

Neste contexto, muitos trabalhos relatados na literatura cientifica exploram o
potencial antioxidante, anti-inflamatorio e cicatrizante de extratos vegetais e avaliam o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas contendo estes extratos, para uso com
finalidade médica (BORGES et al., 2013; MULLER, 2013; QUINTAO et al., 2013;
NAYAK etal., 2012; ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011).

Os extratos vegetais contem muitos compostos designados de metabolitos
(primérios e secundarios) que sdao comumente usados para o tratamento de diversas
doencas (BURI; DOELKER, 1980).

Muitos autores relatam os estudos sobre o potencial efeito benéfico de compostos
fenolicos para a saude humana (AHERNE; O’BRIEN, 2002; HOLLMAN, 2001;
GELEIINSE et al., 1999; HERTOG, 1996; HOLLMAN; KATAN, 1997). Este
potencial é justificado pela atividade antioxidante e anti-inflamatoria que estes
compostos apresentam nos mais diversos modelos experimentais (EL-SHANAWANY
etal., 2014; KANG et al., 2012; AADIL et al., 2012).

Inimeros estudos tém explorado a acdo anti-inflamatdria de compostos fendlicos
das mais diversas espécies, bem como sua acao antioxidante e anticancer (OUESLATI
et al., 2012; MUTHURAMAN; SOOD; SINGLA, 2011; BENINCA et al., 2011;
ZHANG et al., 2011). Zhang e colaboradores (2011) estudaram 14 espécies vegetais
quanto a atividade anti-inflamatoria e obtiveram bons resultados ressaltando 4 espécies
(Scutellaria baicalensis Georgi, Taxillus chinensis DC., Sophora japbnica L. e
Mahonia fortunei (Lindl.) Fedde) que tiveram expressivos resultados também para
atividade antioxidante.

2.4 A espécie vegetal Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns X Synadenium grantii
Hook f.

Euphorbia umbellata pertence a familia Euphorbiaceae, a qual ocorre

principalmente em ambientes tropicais e subtropicais, sendo considerada como uma das
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maiores familias de Angiospermas, formada por 4 subfamilias e com 218 géneros (LEE
et al., 2010). Muito comum no Brasil, contabilizam-se 72 géneros e 1.100 espécies,
sendo em torno de 500 espécies de ocorréncia no nordeste do Brasil, das quais grande
parte em area de caatinga (TRINDADE; LAMEIRA, 2014; ALVES, 1998).

Como plantas medicinais, as Euphorbiaceae séo utilizadas desde a antiguidade,
sendo exemplo a espécie Euphorbia fischeriana Steud., que € utilizada na medicina
chinesa como medicamento anticancerigeno ha mais de 2000 anos. Também, varias
espécies do género Croton sdo tradicionalmente utilizadas na América Latina como
remédios para uma grande variedade de enfermidades e processos dolorosos e algumas
espécies sdo supostamente Uteis para uma vasta gama de doengas, sendo vendidas ou

utilizadas como remédios cura-tudo no Brasil (BITTNER, 2001).

Desta familia, ja foram identificados mais de 55 triterpenoides (tetra e
pentaciclicos), que foram isolados tanto do latex, quanto de outras partes da planta
(casca, folhas, flores, raizes e sementes). Também foram encontrados compostos
fenolicos como flavonoides em varios géneros e diferentes partes da planta, além de
antocianidinas, cumarinas, lignanas, taninos, fenilpropanoides, quinonas, acidos
fenolicos, entre outros. Relatando-se também glicosideos cianogénicos, além de ser
muito comum a presenca de varias classes de alcaloides, em particular nos géneros
Croton, Phyllantus e Securinega (JUDD et al., 2002; RI1ZK, 1987).

O género Euphorbia possui cerca de 2000 espécies e 4 subespécies amplamente
distribuidas pelo mundo (ERNST et al.; 2015; HORN et al., 2012; OZBILGIN;
CITOGLU, 2012). E conhecido por espécies que apresentam latex leitoso (ERNST et
al., 2015; HORN et al., 2012). No Brasil, 13 espécies deste género apresentam
indicacbes de uso popular, sendo Euphorbia hirta L., Euphorbia hyssopifolia L.,
Euphorbia milii Des Moul., Euphorbia papillosa A. St.-Hil., Euphorbia pulcherrima
Willd. ex Klotzsch. e Euphorbia tirucalli Boiss. as encontradas no estado do Parana
(TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

Diversas espécies do género Euphorbia apresentam compostos irritantes como 0s
diterpenoides, os quais podem ser isolados tanto do latex quanto de partes aéreas,

folhas, raizes e sementes. Por outro lado alguns destes compostos podem apresentar
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atividades terapéuticas como antibacteriana, antipirética e analgésica (OZBILGIN;
CITOGLU, 2012). Estas caracteristicas fazem com que estas espécies sejam utilizadas
na medicina popular no tratamento de doengas de pele e feridas, por exemplo
(OZBILGIN; CITOGLU, 2012; TANG et al., 2012).

Ainda, diversas espécies do género sdo utilizadas pelo seu potencial anti-
inflamatdrio como Euphorbia royleana Boiss., Euphorbia seguieriana Neck., E. hirta,
Euphorbia lactea Haw., Euphorbia kansui T.N. Liou ex S.B. Ho, Euphorbia heyneana
Spreng., Euphorbia cyparissias L. e Euphorbia altotibetica Paulsen (YANG et al.,
2015; OZBILGIN; CITOGLU, 2012; SHI; SU; KIYOTA, 2008).

Na regido dos Campos Gerais (Parand, Brasil) a espécie denominada Synadenium
grantii Hook f. j& é estudada desde 2010 pelo grupo de pesquisa do pesquisador doutor
Flavio Luis Beltrame. Da mesma forma, em Goids, outro grupo de pesquisa (liderado
pela pesquisadora doutora Marize Campos Valadares) ja realizou e publicou estudos
com uma especie vegetal identificada como Synadenium umbellatum Pax (BORGES et
al., 2013; MOTA et al., 2012; MELO-REIS et al., 2010; VALADARES; CASTRO;
CUNHA, 2007). Observando os resultados dos trabalhos produzidos para as duas
citadas espécies, Luz e colaboradores (2015) propuseram uma investigacao de ambas as
espécies. Como conclusdo do trabalho, os pesquisadores determinaram que se tratavam
da mesma espécie vegetal, identificada com o auxilio da taxonomista Inés Cordeiro do
Instituto Botanico de Sdo Paulo (especialista em Euphorbia), sob o nome Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns (LUZ et al., 2015).

A espécie E. umbellata (Euphorbiaceae) é habitualmente encontrada no sul do
Brasil e é conhecida pelos nomes populares de janauba ou leitosinha. E usada como
planta medicinal na cultura popular, na forma de garrafada ou extrato das partes da
planta, para tratamento de quadros inflamatdrios, Ulcera gastrica e por suas propriedades
analgésicas (HASSAN; MOHAMMED; MOHAMED, 2012; OLIVEIRA et al., 2005).
Na India, o latex ¢ utilizado popularmente com finalidade analgésica (BAGAVATHI;
SORG; HECKER, 1988).

O uso popular da especie E. umbellata na regido centro-oeste do Brasil € relatado
por Orténcio (1997), recomendando o uso de 18 gotas do latex da planta em 1L de agua,
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conserva-se em geladeira, e se administra um calice de licor pela manha, a tarde e a

noite para a cura e prevencao de cancer.

A espécie E. umbellata é uma planta arbustiva que pode atingir entre 3 e 5 metros
de altura, nativa da Africa tropical, mas é encontrada em paises como o Brasil e a India
onde foi introduzida, a principio, como planta ornamental (OLIVEIRA et al., 2005;
BAGAVATHI; SORG; HECKER, 1988).

O latex da planta é potencialmente toxico (COSTA, et al., 2012), sendo comum
haver ocorréncia de intoxicacdo e lesbes em criancas e animais, tanto por ingestdo como
por contato com a pele e os olhos (DO CAMPO et al., 2010; BAGAVATHI; SORG;
HECKER, 1988).

A literatura relata que uma proteina (lequitina) do latex foi isolada desta espécie
vegetal e apresentou uma importante atividade de hemaglutinagdo (DURGAWALE et
al., 2001; PREMARATNA et al., 1984a). Estes estudos ainda relatam que se detectou
uma propriedade bioldgica desta em suprimir o crescimento tumoral de fibrosarcoma,
bem como inibir a sintese de proteina em células de tumor de Yoshida
(PREMARATNA et al., 1984b).

Também, nesta espécie encontram-se enzimas proteoliticas. Menon e
colaboradores (2002) isolaram e caracterizaram duas serino-proteases do latex, e
também uma glicoproteina com atividade fibrinolitica humana, a qual pode ser de

importancia no processo de hemostasia (RAJESH et al., 2006).

Costa e colaboradores (2010) comparam as enzimas proteoliticas do latex de
plantas como a E. umbellata com o veneno de cobras e salientam estas enzimas como
potenciais ferramentas no desenvolvimento de medicamentos para a prevencdo e

tratamento de muitas enfermidades como trombose e desordens cardiovasculares.

Pesquisas com o latex desta mesma espécie demonstraram atividade citotdxica
antitumoral frente a células de melanoma (B16F10) e indicios de acéo protetora gastrica
apesar da toxicidade (OLIVEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2012).

E. umbellata, é recomendada popularmente para cura e prevencdo do céancer. O

potencial citotoxico e mutagénico desta espécie foi verificado (CUNHA et al., 2009;
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VALLADARES; CASTRO; CUNHA, 2007), e os extratos das partes aéreas desta
planta demonstraram um potencial antitumoral e antiangiogénico promissor (MOTA et
al., 2012; NOGUEIRA et al., 2008).

Alguns estudos cientificos sobre a composicdo quimica e o potencial biol6gico da
espécie E. umbellata estdo descritos na literatura, como o apresentado por Kinghorn
(1980) que isolou do latex da planta o 12-O-tigloil-4-deoxiforbol-13-isobutirato, uma
substancia que é irritante a pele. Outros ésteres diterpenos tipo tiglianos, foram isolados
do latex da E. umbellata por Bagavathi, Sorg e Hecker (1988), mas ndo os do tipo
ingenano, o que contrasta com as demais euforbiaceas e pode representar um importante

diferencial guimiotaxonémico desta espécie.

Ainda, Hassan, Mohammed e Mohamed (2012) isolaram do extrato cloroférmico
das folhas de E. umbellata, dois ésteres diterpenos do tipo forbol inéditos até entdo. Os
autores também avaliaram a capacidade bioldgica deste extrato e encontraram atividade
antiparasitaria in vitro para Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Plasmodium
falciparum, e também encontraram atividade citotdxica frente a células de fibroblastos
de pulméo humano fetal (MRC-5).

Das folhas de E. umbellata, Anderssen e colaboradores (2010) também isolaram
seis antocianinas, quatro destes compostos com um monossacarideo apiosil que até

entdo nao havia sido encontrado ligado a antocianinas.

Dasari e colaboradores (2012) realizaram uma quantificacdo de fendlicos totais e
alcaloides, e observaram que a planta possui uma quantidade significativa destes

metabélitos secundarios.

Recentemente, resultados demonstraram que os extratos da casca de E. umbellata
tem capacidade anti-inflamatéria comparada a farmacos tradicionalmente usados na
terapéutica (ex. ibuprofeno), sendo capaz de reduzir edemas causados por carragenina
(MUNHOZ et al., 2014).

A E. umbellata possui uma variedade de substancias potencialmente toxicas, mas

fica evidente pelo amplo uso popular e pelas pesquisas cientificas ja realizadas, que o
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potencial farmacologico da espécie € muito promissor e mais estudos devem ser

realizados para contribuir com o conhecimento sobre esta planta (MACHADO, 2008).

2.5 Compostos fenolicos e inflamacéo
Inflamacdo é um processo dinamico como resposta do organismo a uma lesdo

tecidual, a qual é pode ter um agente de natureza quimica, fisica ou biologica. Esta
resposta ocorre de modo estereotipado, ou seja, inespecifico, com o envolvimento de
diversas células e substancias que geram um complexo de alteragdes teciduais, inclusive
nos tecidos adjacentes ndo lesionados (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009;
GUYTON; HALL, 2006; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Sdo comumente utilizadas duas classes de medicamentos anti-inflamatorios, os
glicocorticoides e os anti-inflamatdrios ndo esteroidais. Os efeitos colaterais destes
medicamentos acabam muitas vezes por limitar seu uso e acentuar a necessidade de
encontrar novos agentes capazes de demonstrar um efeito terapéutico satisfatorio,
porém com atenuados efeitos colaterais (BORGES et al., 2013; DINARELLO, 2010;
COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Neste cenario, destacam-se os compostos fendlicos, grupo de moléculas com
diferentes graus de complexidade, podendo ser encontrados livres ou conjugados (com
acucares ou proteinas), os quais sd@o oriundos do metabolismo secundéario das plantas
(PEREIRA & CARDOSO, 2012; SOARES, 2002). A gama de atividades biologicas
destes compostos € bastante diversificada incluindo, entre outras, antimicrobianos,
antioxidantes, vasodilatadores, antidiabéticos, anticancer, antialérgicos e anti-
inflamatérios (ASGAR, 2013; MARTINS et al, 2011; DEGASPARI;
WASZCZYNSKY/J, 2004).

Atualmente, diversos estudos tém explorado o potencial dos compostos fendlicos
como agentes anti-inflamatérios (NADPAL et al.,, 2016; MAJID et al., 2015;
TIMMERS et al., 2015; ZHANG et al., 2011). Neste sentido, Zhang e colaboradores
(2011) estudaram 14 espécies vegetais empregadas na medicina chinesa quanto a
presenca de compostos fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante e atividade anti-

inflamatoria. Estes pesquisadores encontraram forte correlacdo entre a quantidade de
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compostos fendlicos e as atividades antioxidante e anti-inflamatoria, sendo que 4
espécies se destacaram Scutellaria baicalensis, Taxillus chinensis, Sophora japonica e
Mahonia fortunei, tendo as maiores concentragdes de compostos fendlicos e maiores

atividades antioxidante e anti-inflamatoria.

Neste ambito, recentes estudos tém sido desenvolvidos avaliando a presenca de
compostos fendlicos e atividade anti-inflamatoria, e uma ampla gama de espécies esta
sendo testada como Dendropanax morbifera, Rubus chamaemorus, Styrax ramirezii,
Rosa canina e Rosa arvensis (NADPAL et al., 2016; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2016;
TIMMERS et al., 2015; HYUN et al., 2015), incluindo espécies do género Euphorbia
(Euphorbiaceae) como Euphorbia dracunculoides, Euhorbia supina, Euphorbia
helioscopia e Euphorbia hirta (CHEN et al., 2015; SALEEM et al.,2015; CHAE et al.,
2015).

Apesar das crescentes pesquisas, na literatura, sdo quase inexistentes trabalhos
com a espécie E. umbellata no mesmo sentido. Borges e colaboradores (2013)
avaliaram extratos desta espécie quanto a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria
em animais, obtendo resultados promissores, porém ndo avaliaram a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides de forma que possibilitasse uma correlagdo. Por
outro lado, Munhoz e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antioxidante e
também anti-inflamatéria desta espécie vegetal e observaram resultados favoraveis além

de detectarem a presenca de compostos fendlicos no extrato bruto das cascas do caule.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar uma forma farmacéutica de administracdo tdpica,

utilizando como matriz membranas de quitosana impregnadas com a fracdo metanolica

do extrato das cascas do caule da espécie Euphorbia umbellata e avaliar parametros

cromatogréaficos, antioxidantes, microbiolégicos e de permeacdo cutdnea desta

formulacéo.

3.2 Objetivos especificos

Obter o extrato bruto das cascas do caule de E. umbellata pelo processo de
maceracao;

Fracionar o extrato bruto das cascas do caule de E. umbellata utilizando extragéo
por Soxhlet;

Realizar a quantificacdo espectrofotométrica dos compostos fenolicos totais e
flavonoides totais presentes nas fragcdes obtidas (hexanica, cloroférmica, acetato
de etila e metandlica);

Identificar e/ou sugerir substancias presentes na fracdo metandlica do extrato das
cascas do caule de E. umbellata utilizando a técnica de LC-MS-QTOF;

Propor e analisar diferentes formulagdes de membranas de quitosana contendo
extrato bruto e fracdo metandlica;

Caracterizar as membranas obtidas por meio de espectroscopia de infravermelho
(IV), difracdo de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV),
densidade, analise térmica (DSC e TGA) e espectroscopia de ultravioleta-visivel
(UV-VIS);

Avaliar as caracteristicas de estabilidade das membranas obtidas utilizando as
técnicas de espectroscopia no UV-VIS e de IV;

Avaliar o potencial das membranas obtidas, por meio de experimentos
antioxidantes e antimicrobianos;

Avaliar a permeacdo percutanea dos compostos fenolicos da fracdo metandlica
empregando o método de célula de difusdo vertical de Franz.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ldentificagdo botanica do material vegetal
A determinacéo botanica da espécie vegetal em estudo foi realizada pelo Herbario

do Museu Botéanico Municipal de Curitiba, mediante depdsito de exsicata identificada
com o numero 363509. O material vegetal foi coletado na regido de Ponta Grossa
(Parang, Brasil) — altitude: 975 metros, latitude: 25°05°38”S, longitude: 50°09°30”W.

4.2 Obtencéo do extrato bruto

As cascas do caule da espécie em estudo foram cortadas e submetidas a secagem
ao ar livre (temperatura ambiente), ao abrigo da luz, em local bem ventilado, por 14
dias, protegido da poeira e do ataque de insetos e animais. O material, ap6s a secagem,
foi moido com o auxilio de um liquidificador e submetido a extracdo por maceracdo
fracionada a frio com solucdo hidroalcodlica 30:70 (agua:etanol, V/V), durante oito
dias, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Para tanto, foi utilizada uma massa de
334 g de material vegetal e a solucdo de extracao, na proporc¢do 1:5 (m/V), foi trocada a
cada dois dias. As solucdes reunidas foram filtradas e concentradas em rota-evaporador
(rota-evaporador Fisatom® 803; banho-maria Fisatom® 558; bomba de vacuo Marconi®
MAO053) em temperatura de 40°C (= 2 °C) e o material obtido foi reunido e liofilizado.
O processo de extracdo resultou na obtencdo de 70 g de extrato seco (rendimento de

21% p/p). Este material foi armazenado sob refrigeracédo (4 °C) até 0 momento do uso.

4.3 Fracionamento do extrato bruto
Para obtencdo da fracdo metandlica (e demais fracGes do particionamento) foi

utilizado um extrator Soxhlet. Para tanto, pesou-se 40,32 g de extrato bruto de E.
umbellata, que foram misturados com 20,10 g de silica Kieselgel 60° (35-70 mesh,
Merk) e colocadas em um cartucho de extracdo. Foram empregados quatro solventes em
gradiente crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol (PA,
Synth, Diadema, SP, Brazil). O volume de liquido extrator foi de 730 mL e, para cada
um dos solventes empregados, o tempo de extracdo foi de 24 horas. Apos este periodo,

as fracdes foram secas e mantidas sob refrigeracdo (4 °C). O rendimento das fragdes foi:
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1,67% de fracdo hexanica, 5,46% de fracdo cloroférmica, 0,84% de fracdo acetato de

etila e 92,03% de fragcdo metandlica.

4.4 Determinacédo do teor de fendlicos totais
A analise do teor de fenolicos totais do extrato bruto e das fracdes hexano,

cloroférmio, acetato de etila e metanol foi realizado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau (Dindmica®). Para tanto, o extrato bruto e as fragdes foram solubilizados em
seus respectivos solventes de obtencdo, de modo a obter uma solugéo de concentragéo
igual a 20 mg.mL™. A partir desta solucdo, foram retiradas aliquotas de 500 pL e
adicionadas a bales de 10 mL (concentracdo final de 1 mg.mL™). Em seguida, 200 pL
desta diluicdo foram transferidos para um tubo de ensaio e combinados com 7,0 mL de
agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e, apds exatos 30 segundos,
adicionou-se 2,5 mL de solucéo de carbonato de sédio 10,6% (m/V) (PA, Biotec®). Os
tubos foram homogeneizados e colocados em banho-maria a 50 °C durante 5 minutos.
Apos este periodo, foram retirados do banho-maria e resfriados e, entdo, a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (Genesys® 10) em 715 nm (SWAIN e HILLS, 1959;
MUNHOZ et al., 2014). O branco foi preparado da mesma forma das amostras,
substituindo-se a amostra por dgua destilada. A curva analitica foi obtida com solucdes
padréo de &cido galico (Merck®) de 50, 100, 200, 400, 600 ¢ 800 pg.mL™, que foram
submetidas ao procedimento descrito anteriormente, em triplicata. Os resultados das

leituras foram expressos em mg de acido galico por g de amostra.

4.5 Determinacéo do teor de flavonoides totais
A concentragdo de flavonoides foi determinada adaptando-se o método descrito na

Farmacopeia Brasileira 5 edicdo. O extrato bruto e as fragcbes foram dissolvidos em
seus respectivos solventes. Uma aliquota referente a 100 mg foi combinada com 250 pL
de solugdo de metenamina 0,5%, 5,0 mL de acetona e 0,5 mL de &cido cloridrico (PA,
Synth®). A mistura foi submetida a refluxo durante 30 minutos, filtrada e transferida
para baldo de 100 mL, sendo o volume acertado com acetona, para a obtencéo do que se
denominou “solugdo-mie” na concentragio de 1 mg.mL™. A partir desta solucio foi

retirada uma aliquota de 20,0 mL, a qual foi submetida a extracdo liquido-liquido com
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20,0 mL de &gua destilada e 15,0 mL de acetato de etila (PA, Synth®). Apés a separacéo
da fase orgénica, o procedimento foi repetido mais trés vezes (com a fase aquosa),
utilizando-se mais 10,0 mL de acetato de etila cada vez. As fases organicas foram
reunidas e lavadas com 50,0 mL de agua destilada. A fase organica resultante foi
transferida para baldo de 50,0 mL e o volume foi completado com acetato de etila
(solucdo de anélise). A partir desta solucdo, foi transferida uma aliquota de 4 mL para
baldo de 10,0 mL, adicionou-se 0,4 mL de cloreto de aluminio 2% (m/V) (Vetec®)e o
volume foi completado com acido acético metanolico 5% (V/V). Apds 30 minutos de
repouso, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro (Genesys® 10) em 425 nm.
O branco foi preparado transferindo-se aliquota de 4,0 mL da solucdo de analise e
ajustando-se o volume com &cido acético metandlico 5% (V/V). A curva analitica foi
realizada com concentracdes de 0,1 ,0,2,0,5,1,2,3, 4,5 pg.mL™ de quercetina
(Rhodia® Pharma) que foram submetidas & metodologia descrita anteriormente, em
triplicata. Os resultados das leituras foram expressos em mg de quercetina por g de

amostra.

4.6 Avaliacdo cromatografica qualitativa de compostos presentes na fracéo
metandlica de E. umbellata

Utilizou-se cromatografo liquido de ultra eficiéncia (UHPLC Agilent 1290®,
Agilent Technologies) acoplado a um detector de massas (Agilent QToF-MS 6530®,
MODELO G6530A Agilent Technologies). Os parametros de operacdo do aparato LC-
MS foram: obtencdo dos espectros em modo ESI+ e ESI-, temperatura do gas: 250 °C,
vazdo do gas: 9 L.min™, tensdo capilar: 3,0 kV e fragmentador: 125 V. A separacio
cromatogréfica foi obtida em coluna ZORBAX SB-C18 RRHD 1,8 um (2,1 x 150 mm),
vazdo de 0,21 mL.min™ com fase mével (A) &gua e (B) acetonitrila, ambas contendo
0,1% de acido formico. O modo de eluicdo deu-se da seguinte forma: A 90%: B 10%
por 10 minutos, seguido dos gradientes A 80%: B 20% em 15 minutos e até 100% de B
nos ultimos 10 minutos. A temperatura da coluna foi de 35 °C e 0 volume de injecdo
usado foi de 3 pL e a concentracdo de fracdo metandlica foi de 40 mg.mL*
(solubilizado em agua ultrapura). Os espectros foram obtidos em modo scan 200-400

nm. Todas as operacOes, aquisices e analises foram controladas pelo programa Agilent
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MassHunter Acquisition Software® (Agilent Technologies), versio A.05.00 e
processadas pelo programa MassHunter Qualitative Analysis Software® (Agilent
Technologies), versdo B.05.00. As amostras foram analisadas no modo positivo e
negativo no intervalo de razdo massa/carga (m/z) = 150-1500. A medida de exatidao das
massas, para confirmacdo das substancias obtidas, foi obtida pelo método de correcdo
da média dos ions usando massas de referéncia m/z 121,0509 (purina protonada) e m/z
922,0098 (1H,1H,3H-tetrafluoropropoxi, ou HP-921) em modo positivo, enquanto para
0 modo negativo foram usadas as massas referéncia m/z 112,9856 (&cido
trifluoroacético protonado, TFA) e m/z 1033,9881 (TFA+HP21). As amostras foram
dissolvidas em dagua ultrapura, filtradas por microfiltros de 22 um (MARCA MF-
Millipore), e entdo injetadas no equipamento via juncdo do tipo T usando uma bomba
isocratica Modelo G1310B (Agilent Technologies®) numa taxa de vazao de 0,7 mL.min’
! Os padrdes de quercetina, galato de etila, acido galico e &cido elagico foram

adquiridos da Sigma-Aldrich® com teores de pureza superiores a 98.5%.

4.7 Desenvolvimento das membranas de quitosana
A fim de obter uma formulacdo e um procedimento que gerassem membranas

homogéneas e adequadas quanto a resisténcia e maleabilidade, foram testadas diversas

composicdes e condi¢des nas etapas de producéo, de acordo com a Tabela 1:
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Tabela 1. Fatores avaliados no processo de desenvolvimento das membranas de

quitosana

(CONTINUA)

Fator Condicao (Concentracao/
Tempo/Tempratura/
Material)

Tipo de quitosana Polymar® 1% (m/m)

Acido acético

Extrato/Fracéo

Excipientes

Média massa molecular
(Sigma-Aldrich®, 448877)

Baixa massa molecular
(Sigma-Aldrich®, 448869)

Solucédo aquosa

Extrato Bruto (liofilizado)

Fracdo Metandlica

Benzoato de sédio

Glicerina

PVP

TWEEN 80°
(Polissorbato)

1%, 1,5%, 2% e 3% (m/m)

1% (m/m)

1% e 2% (VIV)

Solucéo hidroalcodlica 3%
(m/m em relacéo ao peso
de quitosana)

Solucdo aquosa 3% (m/m
em relacdo ao peso de
quitosana)

10%, 30%, 50%, 80%,
100% e 110% (m/m, em
relacdo a massa de
quitosana)

0,1% (M/V)

0%, 2%, 3%, 4% e 5%
(m/m em relacdo ao peso
de quitosana)

5% (m/m em relagéo ao
peso de quitosana)

0,2% (m/m em relacéo ao
peso de quitosana)
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Tabela 1. Fatores avaliados no processo de desenvolvimento das membranas de
quitosana

(FINAL)
PEG 400 1,5% (m/m em relacédo ao
peso de quitosana)
Molde Placa de Petri Vidro
Plastico
Casting Tempo (horas) 18,6e4
Temperatura (°C) 65, 60 e 55
Lavagem Solucdo de hidroxido de Temperatura ambiente
sodio 2% (m/V)
Agua destilada 20°Ce4°C

Foram avaliados, neste trabalho, diferentes tipos de quitosana: quitosana
Polymar® (sem caracterizacdo ou purificacdo), quitosana de média massa molecular
Sigma-Aldrich® (75 a 85% de desacetilagdo, 448877) e quitosana de baixa massa
molecular Sigma-Aldrich® (75 a 85% de desacetilagdo, 448869). A quitosana que
apresentou melhores caracteristicas de formacdo de filme foi a de baixa massa
molecular, sendo entdo escolhida para dar seguimento ao desenvolvimento da
formulacdo. Em seguida, foram testadas diferentes concentragdes (1%, 1,5%, 2% e 3%)
deste polimero e a que se demonstrou mais viavel ao processo de obtencdo das
membranas foi 1,5%, sendo assim, selecionada. A quitosana foi solubilizada em
solucBes de &cido acético a 1% e a 2%, porém a maior concentracdo nao apresentou
vantagens em relacdo a de menor concentracao, sendo que a solugdo de 1% foi adotada.

As membranas com ativo foram desenvolvidas com o extrato bruto das cascas do
caule de E. umbellata e, posteriormente, com a fracdo metandlica do extrato das cascas
do caule de E. umbellata (FM), uma vez que essa fragdo apresentou maior concentracdo
dos compostos de interesse (fendlicos).

Quanto aos excipientes, a glicerina é o plastificante mais empregado para

formulagGes de membranas de quitosana, sendo assim, testou-se 0 mesmo em diferentes
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concentragdes, sendo definida a concentracdo de 5% a mais adequada. Porém, frente a
adicdo da FM na formulagéo, ocorreu precipitacdo da mesma em presenga de glicerina,
de modo que este excipiente foi descartado e o emprego do TWEEN 80® (0,2%) foi
determinado para auxiliar na dispersdo da FM na formulacdo. Avaliou-se o uso de um
conservante, sendo escolhido o benzoato de sodio a 0,1%, para ampliar a vida util das
membranas. Alguns trabalhos utilizam agentes formadores de poros, com este
propdsito, foram testados PVP e PEG 400 na formulacéo, tendo o dltimo atingido o
objetivo satisfatoriamente.

As membranas de quitosana sdo obtidas por meio de um processo térmico
denominado casting, para o qual se variou e o tempo e a temperatura. Ainda relacionado
a este processo, variou-se o tipo de molde sendo os materiais vidro e plastico, visto que
apresentam condutividade térmica distinta. A etapa final de lavagem foi estudada

também, porém, ndo se demonstrou viavel ao processo e foi descartada.

4.8 Determinacdo da concentracéo de FM
Para determinar a concentracdo de fracdo metandlica a ser incorporadas as

membranas, estabeleceu-se uma propor¢do de massa de FM em relacdo a massa de

quitosana contido em uma membrana.

Foram realizados testes em concentracGes crescentes de FM na formulagéo,
citadas na Tabela 1, sendo determinado que a maior concentracdo possivel de ser
incorporada foi a de 100% de FM em relacdo a massa de quitosana (1:1, m/m).
Concentragfes acima disto apresentaram precipitacdo da FM, sendo inadequadas para o
trabalho. A partir disto foi definida uma concentracdo mediana, de 50% e uma 10%,
tendo assim 3 diferentes concentragdes para dar seguimento ao estudo.

4.9 Condicéo de preparo das membranas de quitosana
4.9.1 Membrana base (MB)

Preparou-se uma solugdo de quitosana (Sigma-Aldrich® de massa molecular
média, 75 a 85% de desacetilacdo, 448877) na concentracdo de 1,5% (m/V) em solucgdo

de &cido acético 1% (V/V) sob agitacdo constante por 60 minutos. Apos este tempo de
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mistura, filtrou-se o material em gaze estéril e adicionou-se ao filtrado 0,1% de
benzoato de sodio (conservante). Homogeneizou-se por 20 minutos e, na sequéncia,
adicionou-se 1,5% de PEG 400 (polietilenoglicol) (m/m) e 0,2% de TWEEN 80°
(m/m), mantendo-se a agitacdo por mais 20 minutos. Da solugédo resultante foram entao
vertidos 7,5 g em placa de Petri de plastico (60x15 mm) previamente lubrificada com
PEG 400. As placas foram levadas para estufa a 55 °C (£5 °C) por 4 horas; ap0s este
periodo foram resfriadas em temperatura ambiente e entdo retiradas das placas,

embaladas em pléstico de forma unitéria.

4.9.2 Membranas contendo FM

Para as membranas contendo a FM, o preparo deu-se do mesmo modo descrito
anteriormente até a adi¢do do conservante. Entdo, pesou-se quantidades correspondentes
a 10% (M10FM), 50% (M50FM) e 100% (M100FM) de FM em relacdo a massa de
quitosana, adicionou-se & FM o PEG 400 e o TWEEN 80®, homogeneizou-se com o
auxilio do bastdo de vidro; incorporou-se quantidade suficiente da solugcdo de quitosana
e homogeneizou-se durante 40 minutos dando prosseguimento a obtencdo das

membranas da mesma forma que foram obtidas as MB.

4.10 Caracterizacdo das membranas de quitosana
4.10.1 Microscopia eletrénica — MEV e FEG

A avaliacdo morfoldgica e de superficie foi efetuada no microscépio eletrénico de
varredura VEGA3 TESCAN e no microscdpio eletrbnica de varredura por efeito de
campo MIRA3 TESCAN (ambos disponiveis no C-LABMU da UEPG). Para realizar as
analises, as membranas foram seccionadas, devidamente fixadas em suporte proprio
para a analise e entdo revestidas com ouro-paladio (Au-Pd) por deposicao (sputtering)
de forma a tornar condutoras as superficies das amostras. Apos a obtencdo, algumas
imagens foram submetidas ao tratamento pelo software ImageJ (Wayne Hasband USA)

para estimativa de porosidade.
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4.10.2 Densidade

Para realizar as medidas de densidade, as membranas foram preparadas
previamente em placas de Petri de plastico. As medidas de densidade foram feitas pelo
método de Arquimedes (aparato disponivel no C-LABMU da UEPG — Figura 4).

Brevemente, o principio de Arquimedes trata da resposta de um fluido a presenca
de um corpo sélido presente nele e se baseia no principio da acdo simultanea de duas
forcas, o empuxo (E - forca vertical ascendente aplicada pelo fluido) e o peso. A
intensidade do E é igual ao peso do fluido deslocado pelo corpo submerso (da SILVA,
2011). Sendo este principio representado por:

m

() pc=——pr

Mmq

Onde:

pe = densidade aparente (g.cm™)
m = massa seca (g)

M, = mMassa imersa (g)

pr = densidade do liquido na temperatura da medida

A equacdo (1) permite que a densidade de um corpo de forma geométrica
qualquer, possa ser determinada em funcdo da densidade do fluido em que ele foi
imerso. Foi utilizado hexano (PA, Vetec®) para as medidas e uma balanca, marca
Shimadzu, modelo AY220, com precisdo de 10™ g. Cada medida foi realizada em

triplicata.
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Figura 4. Balanca analitica com aparato para medida de densidade pelo principio de
Arquimedes

4.10.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e Analise termogravimétrica (TGA)

Para realizar as andlises térmicas foi utilizado um equipamento STA NETZCH
409 PC/PG (Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade
Estadual de Maringd (UEM)). Foram separadas amostras de aproximadamente 7 mg de
cada membrana, os quais foram acondicionados em cadinhos de platina. Os
termogramas foram obtidos sob fluxo de nitrogénio (20 mL.min™), a uma taxa de

aquecimento de 10°C.min™, a faixa de temperatura foi de 20 °C e 550 °C.

4.10.4 Difracéo de raios X (DRX)

As membranas foram examinadas utilizando um difratbmetro de raios X
(SHIMADZU XRD-6000) com as seguintes especificacfes de anélises: scan de 2°.min’
120, varredura de 5° a 50°, radiacdo Ka (L =1,5418 A) do cobre, 40 mA e 40 kV de
tenséo.
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4.10.5 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourrier
(FTIR)

A identificacdo dos grupos funcionais e as possiveis variacbes dos mesmos foram
avaliadas por espectroscopia na regido do infravermelho, em pastilha com KBr,
empregando 4 mg de amostra para 200 mg de KBr grau espectroscopico (2% de massa,
Sigma-Aldrich®). O equipamento utilizado foi um espectrometro SHIMADZU®,
modelo IR PRESTIGE-21 (Kioto, Jap4o), nas condicdes de analise de 32 scans.min™ e
resolucdo de 4 cm™. A faixa de nimero de onda usada foi de 400 a 4000 cm™. Foi
realizado um estudo de tempo (0, 7, 14, 21 e 28 dias) com amostras MB preparadas em
placas de Petri de plastico e de vidro. Os espectros obtidos das membranas com FM
(M10FM, M50FM e M100FM) foram avaliados frente ao espectro da MB, todas
preparadas em placas de Petri de plastico.

4.10.6 Determinacéao de cor
Os valores de cor das membranas foram determinados utilizando a técnica difusa
em espectrofotometro Varian® (Cary 50) equipado com uma sonda de reflexdo difusa
Barrelino. As amostras foram colocadas sobre uma superficie branca para efetuar as
medidas e a escala CIELAB foi utilizada para as medidas de cor: de L* = 0 (preto) para
* = 100 (branco), de -a* (verde) para +a* (vermelho) e de —b* (azul) para +b*
(amarelo). Os valores para a calibra¢do do branco foram gerados a partir da média de 10
leituras de uma folha de papel sulfite. A mudanca de cor foi avaliada comparando as
diferencas entre as membranas. A diferenca total de cor foi calculada pela seguinte
formula (LECETTA; GUERRERO; CABA, 2013):

AE™ = \/(Lpadréo Lamostra) + (apadréo aamostra) + (bpadréo bamostra)

Os valores estdo expressos em médias de 10 medidas de cada membrana, sendo

que para cada concentracdo as amostras foram preparadas em triplicata.
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4.11 Atividade antioxidante
4.11.1 Preparo das amostras

A obtencdo das amostras foi realizada de acordo com método de Alves,
Mainardes e Kalil (2016) com adaptacGes. As aliquotas foram coletadas nos tempos: 0,
4,8, 12, 24, 48 e 72 horas. Para tanto foram preparadas amostras MB, M10FM, M50FM
e M100FM, em triplicata, para cada tempo. Adicionou-se 10 mL de &gua destilada
sobre cada membrana (em placa) e, ap6s o tempo determinado, o liquido foi coletado,
liofilizado e armazenado até o momento da analise. Para a realizacdo dos testes as

amostras foram solubilizadas em 10 mL de metanol (PA, Synth®).

4.11.2 Acéo scavenger sobre o DPPH’

A atividade das amostras foi testada frente a 60 uM do radical DPPH" (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich®) solubilizado em etanol absoluto (SOARES et al.,
2002). O meio reacional foi composto por aliquotas de 1 pL, 5 pL, 10 pL, 20 pL, 50 pL
e 75 uL das amostras, 300 pL da solucdo de DPPH", e o volume completado com etanol
absoluto para 1000 pL. A mistura foi incubada durante 15 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A atividade foi observada pelo decréscimo na absorbancia
em 531 nm. A leitura foi realizada em leitor de Elisa (leitor de placas) (Biotek®,

pQuant).

4.11.3 Ac&o scavenger sobre 0 ABTS™

Primeiramente foi preparado o radical catibnico ABTS [2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] (Sigma-Aldrich®) reagindo 5 mL de solugio
aquosa de ABTS (7 mM) com 88 pL de persulfato de potéssio (2,46 mM). Esta reacdo
deu-se em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por um periodo de 12 a 16 horas
antes do uso (PELLEGRINI et al., 1999). Previamente ao ensaio, diluiu-se a solucdo de
ABTS™ com tampéo fosfato de sodio 10 mM (1:20). Aliquotas de 1 pL, 5 pL, 10 pL,
20 pL, 50 pL e 75 pL das amostras foram adicionadas em eppendorf, juntamente com
300 pL do reagente ABTS™ e o volume foi completado para 1000 pL de meio
reacional. Entdo, deu-se uma incubagéo de 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura
ambiente. A leitura foi realizada leitor de Elisa (leitor de placas) (Biotek®, pQuant) em
734 nm.
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4.12 Atividade antimicrobiana — difusdo em &gar
Amostras MB, M10FM, M50FM e M100FM, foram preparadas para avaliar a

atividade bacteriostatica contra cinco micro-organismos distintos. Foram utilizadas
coldnias puras de cepas padrio ATCC® de Escherichia coli (ATCC® 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853),
Candida albicans (ATCC® 90028) e Enterococcus fecalis (ATCC® 29212),
provenientes de cultivo recente (18-24 horas), isoladas a partir de meio de cultura nao
seletivo. O meio de cultura utilizado para as bactérias foi Agar Mieller-Hinton, em
placas de Petri de 90 mm (didmetro), em pH 5,5 e 7,2. O antimicrobiano utilizado como
controle foi amicacina. Para o fungo, o meio de cultura foi Agar Mueller-Hinton com
2% de glicose e 0,5 pg.mL™ de azul de metileno. O controle utilizado foi clorexidina.
Para a inoculacdo foi preparada uma suspensao em salina estéril (NaCl 0,9%) com
turvacdo grau 0,5 da escala McFarland (1x10® UFC.mL™ bactérias; 1x10° UFC.mL™
fungos). As membranas foram cortadas em discos de 5 mm de didmetro e colocados
sobre 0s meios inoculados. As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas. Ap6s o
periodo de incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade do
crescimento e, nos casos em que foi verificada inibicdo do crescimento, o diametro do
halo foi medido com auxilio de uma régua milimétrica. Foram considerados valores

positivos, halos de inibicdo maiores que 8 mm (SILVA et al., 2010).

4.13 Estudo de permeacao ex vivo — célula de difusdo de Franz
As analises de permeacdo cutdnea foram realizadas em sistemas de difusdo

vertical tipo Franz (Figura 5), com solucdo receptora agua ultrapura MiliQ®. O volume
de liquido receptor foi de 12 mL, homogeneizado sob agitacdo magnética a 200 rpm, e a
4rea de permeacdo de 1,77 cm? A membrana utilizada para a permeacdo foi pele
humana proveniente de cirurgia plastica, preparada conforme protocolo padronizado no
laboratério de Produtos Farmacéuticos da UEPG. O sistema foi estabilizado e mantido a
36 °C (x 2 °C) durante o teste. As amostras foram feitas em triplicata. Aliquotas de 600
puL foram coletadas do liquido receptor nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 horas; este
mesmo volume de &gua ultrapura foi recolocada nas celulas de Franz apds cada coleta.

As amostras foram liofilizadas e analisadas posteriormente por cromatografia liquida de

51



ultra eficiéncia acoplada a detector de massas (UHPLC-MS) de acordo com a

metodologia apresentada no topico 4.6.

Figura 5. Esquema da célula de difusdo vertical de Franz
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4.14 Analise estatistica
Os valores experimentais estdo expressos em médias + desvio padrdao (DP) ou

média + erro padrdo da média (EP). Os dados das analises de cor e antioxidante foram
avaliados através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Os dados foram
analisados pelo programa GraphPad Prism® 5.01 (GraphPad Software, Inc), com nivel
de significancia de 5% (P<0,05). Os testes de correlacdo linear foram realizados no
programa Statistica® 8.0 (Copyright StatSoft, Inc. 1984-2007).

4.14.1 Quimiometria — anélise multivariada

Para avaliar os dados de FTIR das amostras MB feitas em moldes de vidro e de
plastico, no estudo de tempo, foi realizada uma analise quimiométrica PCA (Analise de
Componentes Principais), empregando o software Matlab (versdo 7.5.0, Release
2017b), com o acompanhamento do professor Airton Kist (Departamento de
Matematica e Estatistica — UEPG).
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Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A espécie E. umbellata, dentre seus usos populares, é utilizada para tratar quadros

inflamatérios (BORGES, et al. 2013). A literatura traz indicios do potencial anti-
inflamatdrio da espécie, o qual estaria correlacionado com a presenca de compostos
fendlicos em seus extratos (MUNHOZ et al., 2014; DASARI et al., 2012).

Os compostos fenolicos sdo moléculas oriundas do metabolismo secundario de
plantas, 0s quais se apresentam como potenciais agentes antimicrobianos, antioxidantes
e anti-inflamatorios (ASGAR, 2013; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Desta forma, de acordo com as informacGes apresentadas acima, a determinacao
da presenca e quantidade de compostos fendlicos no extrato bruto das cascas do caule
de E. umbellata e suas respectivas fragdes foi avaliado utilizando-se a técnica de
espectrofotometria, para se tentar determinar a presenca e quantidade destes compostos

nas fracdes de E. umbellata.

5.1 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais
O extrato bruto e as fragbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol das

cascas do caule de E. umbellata, foram solubilizadas em seus respectivos solventes e
tratadas conforme apresentado nos itens 4.3 e 4.4 do capitulo Materiais e Métodos . Para
tanto, o acido gélico e a quercetina, respectivamente, foram empregados como padrbes
(substancias de referéncia) para montagem das curvas analiticas e posterior utilizacdo
destas para quantificacdo dos compostos fenolicos totais e flavonoides totais presentes

nas amostras.

A fim de obter a curva analitica para determinacdo de fendlicos totais nas
amostras, solu¢bes do padrdo de acido galico foram preparadas nas concentragcfes 50,
100, 200, 400, 600 ¢ 800 pug.mL™ em triplicata. A equacdo da reta foi determinada
(y=0,0016x + 0,0271) para o intervalo de concentragdo proposto, assim como o
coeficiente de determinagéo (r°=0,9924). O resultado obtido demonstrou boa linearidade
neste intervalo de concentragcdo proposto. Para a obtencdo do ajuste e do modelo,
utilizou-se a analise de variancia pelo método do quadrado minimo, por meio da qual

calculou-se o teste F. Na Tabela 2, observa-se que o valor de F do modelo para
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fenolicos (26,15034) € maior que o Ftab (4,49), que assim rejeita a hipdtese nula (ndo
h& linearidade), aceitando-se que a curva é linear. Quanto a falta de ajuste, ocorre o
inverso, o valor de F (0,184702) é menor que Ftab (3,26), entdo aceitando-se a hipotese

nula (ndo ha falta de ajuste).

Tabela 2. Resultados de ANOVA para linearidade do método de determinacdo de
fenolicos totais

SS DF MS F Ftab
Modelo 17472,35 1 17472,35 26,15034 4,49
Residuo 10690,40 16 668,15 Linear
Falta de  620,0060 4 155,0015
ajuste 0,184702 3,26
Erro puro 10070,39 12 839,1994 Ndo ha falta de ajuste

Onde: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F
do teste; Ftab: valor do F tabelado

A equacdo da reta obtida foi utilizada para calcular as concentracfes de fendlicos
totais presentes no extrato bruto e nas fracGes (expressos em quantidade de &cido

galico). Esses resultados sdo apresentados na Tabela 4.

No mesmo sentido, para a determinacdo de flavonoides totais presentes no extrato
bruto e nas fragdes também foram realizados a determinacdo de uma faixa de
linearidade para quantificacdo desta classe de substancias. A curva de calibracdo de
quercetina nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 pg.mL™, mostrou-se linear
nesta faixa de concentracdo com valor de r’=0,9992 e equacdo da reta y=0,0729x —
0,0071. Para a obtencdo do ajuste e do modelo, utilizou-se a andlise de variancia pelo
método do quadrado minimo, por meio da qual calculou-se o teste F. Na Tabela 3,
observa-se que o valor de F do modelo para flavonoides (412,8758) é maior que o Ftab
(4,30), que assim rejeita a hipétese nula (ndo ha linearidade), aceitando-se que a curva é
linear. Quanto a falta de ajuste, ocorre o inverso, o valor de F (1,121615) € menor que
Ftab (2,74), entdo aceitando-se a hipotese nula (ndo ha falta de ajuste).
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Tabela 3. Resultados de ANOVA para linearidade do método de determinacdo de
flavonoides totais

SS DF MS F Ftab
Modelo 3835,398 1 3835,398 412,8758 4,30
Residuo 204,368 22 9,289 Linear
Falta de  60,50833 6 10,08472
ajuste 1,121615 2,74
Erro puro 143,8600 16 8,991250 Ndo ha falta de ajuste

Onde: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F
do teste; Ftab: valor do F tabelado.

Os resultados obtidos para a quantificacdo de flavonoides totais também estdo

demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides totais

Fendlicos Flavonoides
Extrato/Fracéo

mg.100g™ pg.mL*?
Extrato Bruto 236,188 +0,884 2,000 +0,191
Metanolica 225,250 +0,442 0,340 +0,017
Acetato de etila 123,375 +2,210 0,651 +0,093
Cloroférmica - 0,241 +0,007
Hexanica - 0,134 +0,017

Segundo Simdes e colaboradores (2003), os compostos fendlicos, de um modo
geral, podem ser encontrados nas plantas na forma de ésteres ou heterosideos que
propiciam sua solubilidade nos meios celulares vegetais. Desta forma, sdo facilmente

extraidos por solventes polares quando do processo de obtencao dos extratos vegetais.

Decorrente desta caracteristica se espera obter maiores concentragdes destas
substancias em extratos de maior polaridade como as fracdes metanolica e acetato de

etila, quando comparados com as fragdes cloroférmica e hexanica (solventes de menor
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polaridade). De fato, os resultados comprovam tal informacdo, pois a presenca de

fendlicos totais foi observada apenas nas fragdes mais polares.

O resultado obtido para fenolicos totais na fracdo metandlica foi menor do que o
encontrado para o extrato bruto de E. umbellata, corroborando os dados relatados por
Munhoz e colaboradores (2014) em seu trabalho. Muito possivelmente a menor
quantidade de fenolicos totais determinados na fracdo metanodlica, pode ser atribuida a
distribuicdo destes compostos por outras fracdes como a fracdo acetato de etila. Outros
trabalhos cientificos, com espécies vegetais pertencentes a mesma familia
(Euphorbiaceae), e que empregaram a mesma metodologia para quantificar 0s
compostos fendlicos encontraram valores distintos aos verificados em nosso trabalho.
Chirinos e colaboradores (2013) trabalharam com diferentes cultivares da espécie
Plukenetia volubilis L. e observaram valores de 64,6 a 80,0 mg.100g” para os
compostos fendlicos. Estes autores usaram em seu estudo o mesmo reagente, Folin-
Ciocalteau. Ja Araujo e colaboradores (2014), ao avaliarem a quantidade de compostos
fenolicos totais em extratos metanolicos e acetdnico secos e frescos da espécie
Euphorbia tirucalli obtiveram quantidades de 30,54 a 7,73 mg.100g™. Este Gltimo
resultado apresenta valores bem menores que o observado neste estudo, entretanto,
diferente do realizado no presente trabalho e apresentado no trabalho de Aradjo e
colaboradores, os autores empregaram o reagente de Folin-Denis. Estes dois reagentes
sdo muito utilizados para determinacdo de compostos fenélicos, entretanto o reagente de
Folin-Ciocalteau é, muitas vezes, mais usado por diminuir a tendéncia a precipitacdo do
complexo formado e assim apresentar uma maior sensibilidade para a quantificacdo de
fenois reduzidos (CURCIO et al.,, 2009; SOUSA et al., 2007; NACZK; SHAHIDI,
2004).

Ja o teste para quantificacdo de flavonoides totais nas amostras demonstrou que as
fracbes mais polares avaliadas continham maior quantidade destas substancias, apesar

de também ser possivel se determinar a presenca dessas nas fracdes menos polares.

Tal resultado pode ser justificado pelo fato de que o procedimento empregado
para determinacdo de flavonoides totais apresentar maior sensibilidade do que a

utilizada para quantificagdo de compostos fendlicos.
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Ainda, vale ressaltar que a classe dos flavonoides, diferentemente da classe dos
fendlicos simples, constitui-se em uma classe de grande diversidade estrutural. Nesta
classe podem ser encontradas desde substancias com caracteristicas menos polares
como flavonas e flavondis nas suas formas ndo glicosiladas (agliconas) e metiladas
(possivelmente presentes nas fracbes menos polares), até estruturas glicosiladas e poli-
hidroxiladas que sdo extraidas das plantas por solventes mais polares (SIMOES et al.,
2003).

Inimeros trabalhos avaliam de forma qualitativa ou quantitativa a presenca dos
flavonoides em extratos vegetais. Diferentemente dos resultados encontrados no
presente trabalho, Badgujar (2014) realizou um screening fitoquimico do latex de trés
espécies vegetais da familia Euphorbiaceae (Pedilanthus tithymaloides, E. nivulia e E.
umbellata). Segundo este autor, foi verificado que as espécies E. nivulia e E. umbellata
(S.grantii) ndo continham flavonoides no material avaliado. Entretanto, estes resultados
podem estar relacionados a caracteristicas do material vegetal utilizado, como época que
foi obtido e a parte do vegetal estudada. Sabe-se que fatores sazonais, como a parte do
vegetal podem interferir na quantidade de metabdlitos secundarios nos vegetais
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Com um enfoque quantitativo, buscando estimar a concentragdo de flavonoides, o
trabalho de Soares e colaboradores (2003) avaliaram os extratos de espécie Phylantus
niruri (Euphorbiaceae). Estes autores obtiveram resultados positivos para flavonoides
totais, em diferentes concentracdes de amostra (0,819 g% em 0,400 g de amostra,
2,8125 g% em 1,125 g de amostra, 4,6250 g% em 1,850 g de amostra) concordando
com os dados encontrados neste trabalho.

Também Marques e colaboradores (2012) avaliaram procedimentos distintos de
tratamento de amostra e aplicaram a determinacdo espectrofotométrica para
determinacdo de flavonoides totais para a espécie Bauhinia forficata (Fabaceae). Estes
autores inferiram, em seu estudo, que a hidrolise acida no preparo da amostra aumenta a
sensibilidade do método em relacdo a diluicdo direta (apesar de ambos os métodos
terem sido considerados apropriados ao controle de qualidade de drogas vegetais). Isto

reforga, segundo estes autores, a importancia de se utilizar a hidrélise &cida, também
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utilizada no presente trabalho, para se determinar a concentracdo de flavonoides em

extratos de espécies vegetais.

5.2 Avaliacdo cromatografica da fracdo metanolica de E. umbellata
Apés a avaliacdo guantitativa do extrato bruto e das fracdes utilizando a técnica de

espectrofotometria UV-VIS, verificou-se que dentre todas as fragdes avaliadas, a fracdo

metandlica foi a que continha a maior concentracdo de compostos fenolicos.

Considerando que esta classe de substancias é importante para a reversao de
quadros inflamatdrios, realizou-se uma avaliacdo qualitativa empregando a técnica de
cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
com o objetivo de se analisar e sugerir possiveis moléculas presentes na fracdo
metandlica que justificassem os resultados encontrados até 0 momento e, permitindo

também, conduzir adequadamente as demais etapas do trabalho.

Primeiramente, foi estudada a influéncia de diversas condi¢des cromatograficas
no processo de separacdo das substédncias com o0 objetivo de se conseguir um
cromatograma que fosse representativo da diversidade estrutural presente na fracao.
Avaliacdes de diferentes colunas (Cg, Cig, € Fenil-hexil), assim como diferentes
modificadores organicos (ACN e MeOH) foram estudados, para se tentar encontrar a
melhor caracteristica de seletividade para 0s compostos presentes na FM. Apds
definicdo da melhor condi¢do cromatogréfica a analise da FM permitiu a obtencdo do

cromatograma demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Perfil cromatogréafico representativo dos compostos presentes na FM obtidos
por UHPLC-QToF-MS, de acordo com o tempo de retengéo
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a — cromatograma de ions totais obtido a partir de detector de massas; b — cromatograma obtido
por detector UV a 254 nm.

Fonte: O autor.

Os dados obtidos a partir da avaliacdo dos picos da FM foram comparados com
moléculas identificadas em diversas espécies do género Euphorbia e, deste modo, pdde-

se sugerir 23 possiveis moléculas, conforme o sumarizado na Tabela 5:
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Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM (CONTINUA)

61

T m/z Tedrica m/z
eg;po Férmula Experimental Tentativa de
Pico N [M+H]" . Fragmento identificacdo de Referéncia
retencdo molecular [M+H] al .
(min) IM-HT Substéancia
[M-HT

Ci3H16010 333,0816 333,0817

1 2,2 - Glucogalina AHN et al., 1995
(332.0743) 331,0671 331,0667
Ca6H32020 333,0816 333,0817

2 2,3 - Glucogalina (dimero) AHN et al., 1995
(663.1487) 663,1414 663,1400

C7Hs0s 171,0288 171,0288 )

3 3,1 - Acido galico JAHAN et al., 2013
(170.0215) 169,0142 169,0137
Ca4H2402 785,0832 785,0837

4 6,6 633,0728 Casuarina LEE etal., 1990
(784.0759) 783,0686 783,0686

5 8,8 183,0286 Metil-galato J go o etal,
(184.0372) 183,0299 183,0291
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Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM

(CONTINUA)

6 9,8 - 1,6-Di-O-galoil-glucose J 2010 etal,
(484.0853) 483,0780 483,0774
Co7H2,015 635,0879 n.d.”

7 13,8 - Corilagina PFUND;;-EOIN etal.,
(634.0806) 633,0733 633,0732
Ca0H16013 465,0664 465,0663 3030135 FRACASSETT] et al

8 15,3 Acido elagico-glucose 2013 B
(464.0585) 463,0518 463,0508 197,0457

9 15,7 - Etil-galato 1., 2008
(198.0528) 197,0455 197,0455 al.,
C3z4H»,05, 783,0675 783,0680

10 16,6 - Emblicanina A NAZEEM et al., 2014

*

(782.0597) 781,053 n.d.



Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM

(CONTINUA)

Ca1H28027
11 16,8

(952.0818)

C14HeOg

12 21,0

(302.0063)

C28H24016
13 21,2

(616.1059)

953,0891

951,0745

303,0135
300,999
617,1137

615,0992

953,0874

951,0737

303,0135
300,9962
617,1124

615,0975

197,0445

300,9982

193,0492

Geranina/
Granatina B/

Carpinusina/
Euphorscopina/

Acido geranico/
Helioscopinina A/
Plylantusina A

Acido elagico

Quercetina-galoil-
galactosideo
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Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM
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(CONTINUA)
Geranina/
Granatina B/
C41H2507 953,0891 953,08792 Carpinusina/
14 21,7 - : ELENDRAN et al., 2015
(952.0817) 951,0745 951,0738 Euphorscopina/
Acido geranico/
Helioscopinina A/
Plylantusina A
CatH20O1 465,1028 465,1028
15 22,2 ) 303,0488 Isoquercetrina PFUND%EO'N etal.
(464.0955) 463,0882 n.d.
C41H24017 789,1086 n.d.* .
16 22,5 300,9979 n.i. L
(788.1013) 787,0941 787,0993
. ya 3 CaH15012 463,0871 463,0849 ] Acido elagico- PFUNDSTEIN et al.,
' (462.0798) 461,0725 461,0708 dimetoxi-xilose 2010
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Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM

(CONTINUA)
C15H120g 321,0605 321,0586 :
18 23,7 - Dihidromiricetina CH:‘J:EE;/E;%‘A
(320.0532) 319,0459 319,0447 ,
19 pyp | CowOu 4052 A0l e Quercetina-3-O- ABU-REIDAH et al.,
' (434.0844) 433,0776 n.d. ’ arabinopiranose 2015
C17H20014 449,0926 449,0947 Acido malico-galoil- ABU-REIDAH et al.,
20 24,8 303,0494 X 01
(448.0853) 447,0778 447,0789 exose 5
Geranina/
Granatina B/
C1H28027 953,0891 953,0874 Carpinusina/
21 25,7 300,9983 ELENDRAN et al., 2015

(952.0818) 951,0745 951.0737 Euphorscopina/

Acido geranico/
Helioscopinina A/
Plylantusina A



Tabela 5. Dados de espectrometria de massas obtidos a partir da FM

(FINAL)
C21H20011 449,1078 449,1071

22 26,1 303,0491 Quercetrina ZHANG et al., 2014

(448.1) 447,0933 447,0922

C21H20010 433,1129 433,1120 CEl L .

23 28,2 N 287,0544 Campferol-ramnosideo SHAF;QEEE'L g’;? ARI;
(432.1051) 431,0984 n.d. :
CoHoOr - 477,1028 471,1016 Acido elagico- SIRAT; REZALI;

24 28,3 - N ] ’ ’
(476.0949) 475,0882 nd” dimetoxi-ramnosideo UJANG, 2010

“ndo detectado

“ndo identificado
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A partir da injecdo de padrbes e comparacdo das massas exatas foi possivel

confirmar 3 substancias na FM: &cido galico, galato de etila e acido elagico (Figura 7).

Figura 7. Estruturas das substancias identificadas na FM
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HO OH HO OH o OH
OH OH 0
Acido gilico Galato de etila Acido elagico

Os resultados obtidos permitiram reafirmar a presenca de compostos fenélicos na
FM, de modo que esta foi a fracdo de escolha para realizar o preparo das membranas de
quitosana. Ainda, os compostos acido galico, &cido elagico e quercetina (ndo mostrado
no cromatogramas da Figura 7), identificados na FM, foram escolhidos como

marcadores para futuras avaliacdes do material em estudo.

5.3 Membranas de quitosana
5.3.1 Formulacgéo e concentragdo de impregnacao das membranas

Apo6s o processo de desenvolvimento das membranas, no qual foram testadas
diversas formulacdes, bem como variacbes do processo, chegou-se a seguinte

formulacao:



Tabela 6. Formula centesimal de membranas de quitosana contendo FM

Componente Concentracao
(% m/m)

Solucio de quitosana a 1,5% (Sigma-Aldrich®, 448877) 88,2

Benzoato de s6dio 0,1

PEG 400 15

TWEEN 80 0,2

Solucio aquosa de fracdo metanélica de E. umbellata” 10

Solugdes aquosas de diferentes concentragdes, preparadas de modo a atingir, em um
mesmo volume, as massas necessarias para obter as membranas com as 3 concentracfes
distintas de FM.

A partir dos testes sequenciais de crescentes concentracfes de FM na formulacéo,
foi determinada que a maior concentragdo desta em relagdo ao peso de quitosana que
poderia ser incorporado a formulagéo, sem que houvesse precipitacdo de material, seria
a concentracdo de 100% (1:1, m/m). Assim, definida esta concentracdo maxima
aceitavel para a formulacdo, prop6s-se uma concentracdo intermediaria e uma

concentracéo baixa, 50% e 10% consecutivamente.

Deste modo, foram obtidas as amostras a serem avaliadas. Estas se apresentaram
visualmente homogéneas na constituicdo e aparentemente com resisténcia adequada.
Este material foi utilizado para realizar caracterizacdo e avaliacdo dos aspectos fisico-

quimicos (Figura 8).
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Figura 8. Amostra M100FM obtida a partir da formula e das condic6es ideais
desenvolvidas

5.4 Caracterizacao das membranas de quitosana
5.4.1 Microscopia Eletronica — MEV e FEG

Inicialmente, por microscopia eletrénica, foi realizada a avaliagdo morfoldgica das
membranas com a analise da superficie superior e inferior das membranas de quitosana,
presenca de poros nestas superficies e espessura das membranas. Para a caracterizacdo
inicial, foram analisadas tanto as membranas preparadas em placas de Petri de vidro
quanto as preparadas em placas de Petri de plastico, ressaltando que todas as amostras
foram preparadas em placas de mesmo diametro e contendo mesma massa de

formulacéo.

Os resultados de espessura obtidos para as membranas de quitosana séo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Membranas de quitosana e suas espessuras avaliadas por MEV

N° da Material da %FMem  Espessura
relacéo a (um)
Placa Placa quitosana (n=1)
1 VIDRO 100% 166,43
2 VIDRO 50% 118,17
3 VIDRO 10% 113,15
4 PLASTICO 100% 145,58
5 PLASTICO 50% 113,15
6 PLASTICO 10% 71,83

Quando comparadas as espessuras entre as placas com diferentes concentragdes
de FM, p6de-se verificar que quanto maior a concentracdo de FM, maior a espessura da
membrana produzida, o que possivelmente ocorreu pelo proprio aumento da massa da
fragdo na formulacgéo. Outra diferenca observada foi que as membranas feitas em placas
de vidro apresentaram maior espessura do que as membranas feitas em placas de
plastico, o que pode ter relacdo com a diferenca notada visualmente quanto aos
didmetros e nimeros de poros formados nestas membranas (Figura 9). Ao analisamos as
imagens para as amostras sem FM (MB) pelo software ImageJ obtemos uma porosidade
média de 21+3% e 39+4% para a amostras preparadas em placas de plastico e vidro,

respectivamente.

Comparando as membranas (preparadas com as mesmas concentracfes de FM)
obtidas tanto em placas de Petri de vidro e em pléastico, foi possivel verificar que a

superficie de ambas apresentava a formacao de poros e com rugosidade (Figuras 9).
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Figura 9. Imagens da superficie superior e da espessura das membranas M100FM
preparadas em placas de vidro e plastico — (a) membrana obtida em placa de Petri de
plastico; (b) membrana obtida em placa de Petri de vidro
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Imagens obtidas por MEV (microscopia eletronica de varredura — VEGA3 TESCAN).

Fonte: O autor.

Ao analisar os dois lados destas membranas, foi possivel observar a presenga de
poros e rugosidade em ambas as faces, porém a superficie inferior apresentou-se com
menor quantidade de poros e rugosidade do que a superficie superior (Figura 10). O
mesmo comportamento foi observado para as amostras MB e as contendo FM em

diferentes concentragdes, feitas tanto nas placas de Petri de vidro e de plastico.



Figura 10. Imagens da superficie superior (a esquerda) e inferior (a direita) da
Membrana 4 (M100FM feita em placa de plastico)
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Imagens obtidas por FEG (microscopia eletronica de varredura por efeito de campo — MIRA3
TESCAN)

Fonte: O autor.

A avaliacdo das possiveis diferencas entre as membranas feitas em placas de
plastico e de vidro permitiu determinar que as membranas formadas apresentavam
diferencas quanto a quantidade e diametro dos poros e rugosidade da superficie das
membranas (Figura 11). A Membrana 1, M100FM obtida em placa de vidro, apresentou
a formacdo de poros grandes (porosidade estimada de 10+1%) e rugosidade mais
grosseira do que a Membrana 4 (porosidade de 4,1+0,5%) M100FM que foi preparada
em placa de plastico. Estas caracteristicas podem ter surgido em decorréncia da
diferenca entre a velocidade de aquecimento e resfriamento que ocorrem com 0s
materiais vidro e plastico, respectivamente, durante o processo de obtencdo das
membranas. A diferenca dos coeficientes de condutividade térmica do vidro (1,3 W. m
'K1) (JOHNSON; HASSELMAN, 1987) e do pléstico (0,15 W.m*K™) (LIU et al.,
2014) podem promover diferengas no processo de secagem e assim, alterar as
caracteristicas de formacéo de poros e rugosidade durante o preparo das membranas de

quitosana.
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Figura 11. Imagens da superficie superior de amostras M100FM produzidas em placas
de Petri de vidro (a - Membrana 1) e de plastico (b - Membrana 4) obtidas por MEV
(microscopia eletrénica de varredura — VEGA3 TESCAN)
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Fonte: O autor.

Para a escolha do material do molde foi efetuado um estudo preliminar da
estabilidade das membranas de quitosana em funcéo do tempo de armazenagem destas,
avaliando-se a cristalinidade relativa das mesmas. Por este estudo foi possivel observar
que as membranas preparadas em placas de vidro apresentavam maior cristalinidade
devido a maior retencdo de &gua nas membranas, 0 que ndo € interessante para a

aplicacdo proposta neste trabalho.

5.4.2 Quimiometria — Analise das membranas de quitosana por FTIR em funcéo do
tempo

Com a finalidade de auxiliar a escolha do material do molde das membranas de
quitosana (vidro ou pléastico), de modo complementar aos dados observados na
microscopia eletrénica, foi realizado um estudo em funcéo do tempo de armazenagem

com as membranas MB. Para tanto, dentro de um periodo de 28 dias, amostras MB
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feitas em placas de Petri de vidro e em placas de Petri de plastico (em triplicata) foram

submetidas a espectroscopia FTIR.

Os dados foram suavizados utilizando regressdo ndo-paramétrica via wavelets e,
posteriormente, aplicou-se base-line para alinhar as curvas. Para alinhar as curvas,
foram selecionados quatro regides (630 a 650 cm™, 800 a 830 cm™, 1100 a 1200 cm™ e
1320 a 1340 cm™), calculou-se 0s minimos de cada curva para realizar o ajuste. Ent&o
se selecionou a regido dos espectros entre 650 e 1300 cm™ para aplicar a anélise
multivariada. A componente principal 1 explicou 97,81% da variabilidade total,
enquanto que a componente principal 2 explicou 1,70%, deste modo, ambas foram

capazes de explicar 99,51% da variabilidade dos dados experimentais.

Os espectros obtidos foram avaliados qualitativamente, o que estd demonstrado
pela Andlise de Componentes Principais (ACP). Nota-se que as amostras agrupam-se de
acordo com o tipo de molde em que foi preparada e ndo de acordo com o tempo. Na
Figura 12, ttm-se um grupo com as amostras feitas em vidro (em vermelho) e outra com
as amostras feitas em plastico (em azul), corroborando os dados da microscopia, a qual
demonstrou que a diferenca de materiais empregados no preparo das membranas gera

amostras com caracteristicas distintas.

A partir dos dados quimiométricos, que classificaram as membranas produzidas
em molde plastico e vidro em diferentes grupos, e as demais caracteristicas observadas
neste estudo, optou-se por padronizar o plastico como material do molde das

membranas a serem estudadas.
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Figura 12. Grafico da Analise multivariada de Componentes Principais (ACP) dos
espectros de FTIR, obtidos por avaliacGes periodicas em 28 dias, das amostras MB
preparadas em moldes de vidro (em vermelho) e de plastico (em azul)
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Fonte: O autor.

5.4.3 Densidade aparente

Em decorréncia da observacdo de caracteristicas de porosidade distintas obtidas
entre as membranas preparadas com o mesmo molde em diferentes concentracfes de
fracdo metanodlica, prop6s-se avaliar possiveis diferencas de densidade aparente,
elegendo para a realizacdo deste estudo as membranas obtidas utilizando as placas de

Petri de plastico.

Para tanto, incialmente foram avaliados diferentes solventes os quais poderiam
possibilitar o desenvolvimento do teste. Para que fosse considerado adequado, o
solvente a ser empregado no teste deveria apresentar uma forca de empuxo menor do
que a forga peso. Solventes como &gua, metanol, acetona, entre outros, foram avaliados,
entretanto nenhum se mostrou adequado para a metodologia e amostras propostas. Por
fim, o hexano foi escolhido como fluido a ser empregado, cuja densidade em 25°C é
0,659 g.ml™, possibilitando com que fosse feita uma adequada medida da densidade
aparente. A Tabela 8 traz os valores obtidos para a densidade aparente das amostras
MB, M10FM, M50FM e M100FM:
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Tabela 8. Densidade das membranas de quitosana pelo método de Arquimedes

Amostra Densidade (g.cm™) Desvio Padrao
MB 1,17 0,04
M10FM 1,18 0,02
M50FM 1,27 0,03
M100FM 1,25 0,03

Os dados obtidos permitiram constatar que com o aumento da concentracao de
FM incorporada a membrana M50 e M100, obteve-se um aumento da densidade
aparente frente as membranas base (MB) e M10MF. De acordo com Siripatrawan e
Harte (2010) € possivel que os compostos fendlicos se encaixem na matriz polimérica e
facam interagdes como ligagOes de hidrogénio ou covalentes com 0s grupamentos
reativos da quitosana, proporcionando uma maior quantidade de ligacdes possiveis o
gue, consequentemente, causou 0 aumento da densidade das membranas, de acordo com

a quantidade de extrato incorporado.

5.4.4 Calorimetria exploratdria diferencia (DSC) e Analise termogravimétrica (TGA)
Andlise de DSC e TGA permitiram determinar caracteristicas de temperaturas de
fusdo, variacdo de entalpia no pico exotérmico e perdas de massa das amostras de
quitosana contendo diferentes concentracdes da FM (M10FM, M50FM e M100FM) e
amostras sem FM (MB) (Figuras 13 e 14). Assim como relatado no experimento
anterior, as amostras submetidas a andalise térmica foram obtidas apenas em placa de

Petri de plastico.
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Figura 13. Curva DSC para as membranas de quitosana. Razdo de aquecimento 10
°C.min™ até 550 °C

o
3
Fluxo de Calor (mW/mg) g

i3 1 1 R 1 R 1 1 . 1 R
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (° C)

Fonte: O autor.

A interpretacdo das curvas de DSC (Figura 13) permitiu constatar que todas as
amostras apresentaram um pico endotérmico na regido entre 70-90 °C (73 °C para a MB
e 61 °C para a amostra M100FM). Também, notou-se uma reducao na intensidade deste
mesmo pico com o aumento da concentracdo da FM, com consequente diminui¢do na
entalpia (AHendo). ESte deslocamento para temperaturas mais baixas relacionadas a
adicdo de extrato foi observado por Zhang e Kosaraju (2007) e foi atribuido a interacédo
dos compostos polifendlicos com a quitosana. Ainda, segundo Prashanth, Kittur e
Tharanathan (2002), os polissacarideos, como a quitosana, geralmente possuem uma
forte afinidade com a &gua no estado solido, e a estrutura desordenada que essas
macromoléculas apresentam podem facilmente permitir a hidratacdo da estrutura do
polimero. Estas duas observacbes permitem confirmar que a variagdo na posi¢do do
pico endotérmico, nas amostras analisadas, com a adicdo das diferentes concentracdes
da FM, indica que essas macromoléculas sofrem uma forte interacdo quando se adiciona
a fracdo levando a diminuicdo da capacidade da membrana em reter agua e assim,
proporcionando a reducdo nas intera¢des do polimero com a 4gua. Chao (2008), em seu

trabalho, também comenta sobre a ocorréncia de deslocamento do pico endotérmico
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para temperaturas menores. O autor relaciona este comportamento ao fato das
membranas terem menos grupos amino disponiveis para formar ligaces de hidrogénio

com as moléculas de agua por estarem interagindo com a FM (CHAO, 2008).

Outro dado importante a ser analisado é o pico exotérmico na regido entre 250 °C
e 300 °C que é mais proeminente para a amostra MB e M10FM, j& para as amostras
M50FM e M100FM ocorreu um alargamento desse pico resultando na diminuicdo da
intensidade e da entalpia (AHexo), além do deslocamento observado para temperaturas

mais baixas, de 269 °C da membrana MB para 251 °C para a membrana M100FM.

Este deslocamento para temperaturas mais baixas com a adicdo de FM foi
observado novamente por Zhang e Kosaraju (2007) e foi atribuido, como citado
anteriormente, a interacdo dos compostos polifendlicos com a quitosana.
Complementarmente, também se pode atribuir & decomposicdo da estrutura sacaridica
na quitosana (ZHANG et al., 2006). Portanto, pelos resultados de DSC, pode-se dizer
que ocorre interagdo do extrato com a quitosana, provavelmente por ligacOes de
hidrogénio, fazendo com que as membranas retenham menos agua, reduzindo a

decomposicdo da estrutura sacaridica.

Os dados de DSC podem ser observados mais detalhadamente na Tabela 9:
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Tabela 9. Transicdes térmicas e massa residual das membranas de quitosana preparadas
em diferentes concentracdes de FM

Quantidade
Amostra Pico endotérmico Pico exotérmico r;jsei drEZTS:Im
550° (%)
Posicéo (4Hengo) Posicéo (AHex0)
(°C) (mW/mg) (°C) (MW/mg)

MB 73,34 92,56 269,91 -6,46 18
M10FM 70,08 92,18 270,98 -2,02 18
M50FM 65,11 75,85 256,23 -0,62 21

M100FM 61,35 74,43 251,23 -0,80 22

As andlises de TGA para as membranas de quitosana contendo FM e sem FM
estdo demonstradas na Figura 14.

Figura 14. Andlise termogravimétrica de membranas de quitosana
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Fonte: O autor.
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Pode-se notar o 1° estagio de perda de massa que vai até aproximadamente 100
°C. Este estagio é relacionado com a evaporagdo de agua do polimero, sendo que a
maior perda (18%) foi para a amostra MB e a menor perda de massa, no valor de 12%,
foi para a membrana M100FM, confirmando os dados de DSC. O 2° estagio pode ser
relacionado a desidratacdo dos anéis sacaridicos, despolimerizacdo e decomposicdo das
unidades acetiladas e desacetiladas do polimero (ZHANG; ZHAO, 2015). A massa
residual de membrana em 550 °C consta na Tabela 7. Como a quitosana utilizada na
preparacdo de todas as membranas possui 0 mesmo grau de acetilacdo (85%), pode-se
atribuir a diferenca na variacdo da perda de massa com a temperatura a quantidade de
fracdo metandlica incorporada as membranas de quitosana, assegurando assim que a
adicdo da FM nas membranas reduz a decomposicdo sacaridica da quitosana, pelas

interacdes formadas entre o material vegetal e a quitosana.

5.4.5 Difracao de raios X (DRX)

O estudo e a caracterizagdo das formulagdes quanto a sua cristalinidade foram
conduzidos para as amostras feitas em placas de plastico, empregando a técnica de
difracdo de raios X. A partir da analise dos dados gerados para as membranas branco,
10%, 50% e 100% de fracdo metandlica em relacdo a quitosana foram obtidos os

difratogramas demonstrados na Figura 15:

Figura 15. Difratograma das membranas de quitosana
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Fonte: O autor.
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A partir da analise dos difratogramas, foi possivel notar-se 2 halos especialmente
bem evidentes na membrana sem extrato, sendo a reflexdo em 20 de 8° e 20°. O
primeiro angulo é atribuido a presenca de cristais de quitosana hidratados, devido a
integracdo das moléculas de agua na rede cristalina da quitosana. O segundo halo
centrado em aproximadamente 20° pode ser atribuido a rede cristalina regular da
quitosana (RUBILAR et al., 2013; EPURE et al., 2011; KITTUR; KUMAR; ZHANG et
al., 2006; THARANATHAN, 2003; PRASHANTH; KITTUR; THARANATHAN,
2002; OGAWA; YU; MIYA, 1992).

Para as membranas com FM notou-se um deslocamento do halo de 8° para 11°,
bastante perceptivel na amostra M100FM. Também se observa a ocorréncia de um
deslocamento do halo de 21° para 28°, associado a um decréscimo na intensidade deste.
Este comportamento pode ser atribuido a um aumento nas interacdes intermoleculares
da cadeia polimérica da quitosana com os compostos polifendlicos da FM, pois o
mesmo comportamento também foi observado por Vieira e colaboradores (2006) para
ions de Hg(ll) adsorvidos nas membranas de quitosana. Existe ainda a possibilidade de
explicacdo deste efeito causado pelas interacdes intermoleculares da cadeia de quitosana
com compostos polifendlicos que pode ocorrer como ja citado por Siripatrawan e Harte
(2010). Estes autores relataram a ocorréncia de interaces de hidrogénio ou ligacOes
covalentes das substancias presentes na FM com grupos reativos da quitosana,

acarretando o deslocamento observado.

5.4.6 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

A técnica de FTIR permite investigar a ocorréncia de possiveis diferencas entre
amostras que podem ser atribuidas a composi¢cdo ou as interacdes/ligagdes quimicas
entre 0s componentes de uma mesma formulacdo. Sendo assim, primeiramente
procurou-se caracterizar a membrana MB e a FM (Figura 16), para, a partir dos
resultados obtidos, avaliar as membranas M10FM, M50FM e M100FM. Os espectros
obtidos para as membranas contendo FM estdo demonstrados nas Figuras 16 e 17 e 0s

principais picos estdo indexados na Tabela 10.
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Figura 16. Espectros de FTIR da FM e da membrana MB na faixa de nimero de onda
de 4000 a 400 cm™
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Fonte: O autor.

Figura 17. Espectros de FTIR das membranas de quitosana contendo a FM na faixa de
niimero de onda de 4000 a 400 cm™
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Tabela 10. Atribuicbes as vibracGes/aos grupamentos por FTIR das membranas de
quitosana

Posicéo do pico de

FTIR (cm) Modo vibracional atribuido Referéncia
Estiramento de CO de KASAAI, 2008; SANTOS et
889 o
compostos glicosidicos al., 2003
1300 Deformagdo axial de CN de SANTOS et al., 2003
grupos amino
1322 Deformagdo axial de CN de SANTOS et al., 2003
grupos amino
1350 Deformacao aX|aI.de CN de SANTOS et al.. 2003
grupos amino
1382 Deformagéo angular de CH3 SANTOS et al., 2003
1410 Deformagéo angular CH2 KASAALI, 2008
1559 Deformacéo angular NH KASAALI, 2008
1592 Deformacdo angular de NH SANTOS et al., 2003
2877 Estiramento de CH KASAAI, 2008
1636-1657 Deformagéo axial de C=0 KASAAI, 2008
1660-1670 Deformagéo axial de SANTOS et al., 2003
grupamentos C=0 de amida |
1727-1732 Deformacéo angular CH3 SILVERSTEIN, WEBSTER

& KIEMLE, 2000

Santos e colaboradores (2003) afirmaram que picos na regi&o de 890 cm™ a 1156
cm™ sdo referentes & estruturas polissacaridicas. Na amostra MB avaliada, foram
observados picos préximos a 889 cm™, podendo ser referente ao estiramento de CO de
compostos glicosidicos (Kasaai, 2008).

Ao analisar 0s espectros e comparar 0s dados entre as membranas com diferentes

concentracdes da FM e a MB, foram observadas algumas diferencas.

83



O pico observado na regido de 1024 cm™ para a amostra MB sofreu deslocamento
em relacdo as demais amostras, estando o pico da membrana M100FM observado em
1035 cm™ (Figura 18). Este deslocamento indica que deve ter ocorrido interacdo como,
por exemplo, ligacdes de hidrogénio entre os compostos quimicos da FM e a quitosana

da membrana.

Figura 18. Espectros de FTIR de membranas de quitosana MB, M10FM, M50FM e
M100FM, evidenciando o deslocamento de pico entre 1024 e 1035 cm™
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Fonte: O autor.

Ainda, na regido entre 1308 cm™ e 1380 cm™ (observacdo de trés picos neste
intervalo, sendo eles em 1300 cm™, 1322 cm™ e 1350 cm™), também foram observados
diferencas espectrais entre a amostra MB e as amostras contendo FM, sendo que nos
resultados verificou-se uma inversao de intensidade dos picos entre as amostras (Figura
19). De acordo com Santos e colaboradores (2003), nesta regido sédo encontrados picos
referentes a deformacdo axial de CN de grupos amino e picos correspondentes a

deformacéo angular simétrica de grupamento CHs.
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Figura 19. Espectros de FTIR de membranas de quitosana MB, M10FM, M50FM e
M100FM, inverséo da intensidade dos picos entre 1380 e 1383 cm™
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Fonte: O autor.

Em 1410 cm™, ha um pico referente & deformacdo de grupamento CH,, o qual
pode sofrer alteragcGes de acordo com a cristalinidade da amostra (KASAAI, 2008).
Observou-se ainda um pico na regido de 1559 cm™ referente a grupamentos NH
(KASAAL, 2008).

Na regido de 1592 cm™ observou-se um aumento da intensidade das bandas em
todas as amostras que foi acompanhada do aumento da concentracdo de FM, este pico

possivelmente € referente a deformacédo angular de NH (Santos et al., 2003).

Entre 1636 cm™ e 1657 cm™ observou-se 0 aumento da intensidade dos picos de
modo que o0 aumento dos picos entre as membranas contendo FM deu-se pelo
acompanhamento crescente de concentracdo de extrato nas amostras, ou seja, quanto
maior a concentracdo de extrato, maior a intensidade do pico. Estes picos podem ser
atribuidos a grupamentos C=0, considerando que, de acordo com Kasaai (2008), bandas

entre 1663 cm™ e 1626 cm™ correspondem a estes grupamentos.
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Também entre 1660 cm™ e 1670 cm™ (ndo apresentado) ocorreu uma inverséo de
intensidade dos picos para a amostra MB quando comparadas as membranas M10FM,
M50FM e M100FM, também se observou o aumento da intensidade dos picos com o
aumento da concentracdo de FM; de acordo com Santos e colaboradores (2003), picos
nesta regido sdo referentes a deformacdo axial de grupamentos C=0 de amida I. Na
regido entre 1727 cm™ e 1732 cm™ observou-se também o aumento da intensidade dos
picos acompanhando o aumento da concentracdo de FM; este pico é referente a
deformacdo angular simétrica de metilas (CH3) (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2000). Vale ressaltar que na amostra branco nao foram observados picos
nesta regido. Na regido de 2877 cm™ notou-se um pico referente ao estiramento de
grupamento CH (KASAALI, 2008). Outro deslocamento foi observado no pico na regido
de 2915 cm™ na membrana MB e 2922 cm™ na membrana M100FM (Figura 20).

Figura 20. Espectros de FTIR de membranas MB, M10FM, M50FM e M100FM de
FM. Deslocamento de pico entre 2915 cm™ e 2922 cm™
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Fonte: O autor.

Os picos e as alteracGes identificadas permitiram comprovar que ocorrem

interacbes entre a quitosana e a FM, porém apenas o0 emprego desta técnica
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isoladamente ndo permite elucidar as mesmas. As possiveis interacdes serdo melhor

exploradas com a avaliacdo dos resultados obtidos por espectroscopia UV-VIS.

5.4.7 Determinacédo de cor (UV-VIS)

Os resultados foram expressos de acordo com a escala CIELAB, na qual L* =0
(preto) para L* = 100 (branco), de -a* (verde) para +a* (vermelho) e de —b* (azul) para
+b* (amarelo). Os valores das médias obtidos para a cor das membranas MB e com

diferentes concentracdes de FM, em diferentes tempos estao dispostos na Tabela 11.

Ao manipular as amostras, € possivel constatar visualmente que com o aumento
da concentracdo de FM, as membranas tornam-se mais escuras e de coloracdo castanho
escuro. Ou seja, as membranas tornam-se mais avermelhadas, a variavel a* passa de -
1,993 (membrana branco, tempo 0) para 10,709 (membrana 100%, tempo 0); e mais
amareladas, a variavel b* passa de 5,142 (membrana branco, tempo 0) para 57,911
(membrana 100%, tempo 0). Ainda é possivel atestar que as membranas com menor
concentragdo de FM sdo mais claras, L* passa de 86,989 (MB, tempo 0) para 64,133
(M100FM, tempo 0). Todas estas alteracbes apresentam diferenca estatistica

significativa (p<0,05 , teste de Tukey).
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Tabela 11. Medidas médias de cor (L*, a*, b* e AE) das membranas de quitosana de acordo com a variagdo de tempo e concentragdo de FM

(CONTINUA)
Tempo ) N

Amostra L EP a* EP b EP AE EP
(dias)

MB T=0 86,989° + 2853 -1,9332 + 0,060 5,142% + 0,220 12,675° +2295
T=7 86,572 + 1,433 -2,268° + 0,097 6,740° +0,332 12,294% +1,308
T=14 87,068 +1,726 -2,9542 +0,156 8,2942 + 0,463 13,394° +0,918
T=21 83,595° +0,910 -1,9312 +0,095 6,025° + 0,257 14,596° +0,904
T=28 82,293 +1,588 -3,099? +0,164 0,874% +0,621 17,736° +1,301

M10FM T=0 85,1432 +1,298 -0,5472 +0,751 35,910° +1,823 38,286° +1,734
T=7 72,203 +1,071 0,891% +0,848 37,035° + 2955 43,638 +2,786
T=14 79,909%° + 1,866 5,849 +0,933 49,049° +1539 51,010° +1921
T=21 78,721%¢ +1,276 2,952%¢ + 0,683 36,506" + 1,664 39,757° +1,727
T=28 70,226° +2031 7,726° +0,572 47,954° +1,002 54,372° + 1,597

M50FM  T=0 70,51° + 2,330 5,872 + 1,859 56,676 + 1,147 63,534° +1,259



Tabela 11. Medidas médias de cor (L*, a*, b* e AE) das membranas de quitosana de acordo com a variagdo de tempo e concentragdo de FM

(FINAL)
T=7 63,175% +1,110 11,035% +1,282 64,187% +1,239 72,220% +1,140
T=14 55,466 +1,782 19,363° + 0,422 58.512% + 2,707 73,443° + 2,436
T=21 58,843% + 1,804 15,954% +0,832 59.344% + 2,214 71,354% +2,172
T=28 49,721° + 2,538 19,502° +1,351 61.463""  +1,874 79,465° +0,826

M100FM T=0 64,133  £1,337 10,709 + 1,470 57.911°% + 2,144 67,511% +1,619
T=7 57,155%"  +4,390 8,252% +2,732 54.122°" + 1,658 68,217 +2,074
T=14 49,002°" + 3,389 20,295° + 0,780 48.675° + 3,630 71,793 +1,679
T=21 50,102 +0,975 22,140° +0,337 47.420° + 2,210 69,516 +1,824
T=28 33,123 + 0,864 23,457° + 0,420 42.192" + 1,549 79,624% + 0,568

Duas médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. EP é o erro padréo da

média.
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Trabalhos envolvendo membranas de quitosana e ativos contendo compostos
polifendlicos tém demonstrado este mesmo comportamento para L*, a* e b*
(RUBILAR et al., 2013; WANG et al., 2013; SIRIPATRAWN; HARTE, 2010). Rubilar
e colaboradores (2013) ao desenvolver e avaliar membranas de quitosana com
carvacrol, um composto polifendlico com atividade antimicrobiana e antifingica,
observaram as mesmas alteracdes de cor e sugeriram que este comportamento deve-se
aos compostos polifendlicos. Do mesmo modo Siripatrawan e Harte (2010) utilizaram
extrato de ché verde e Wang e colaboradores (2013) um cha rico em polifenolicos para

impregnar membranas de quitosana, obtendo resultados semelhantes.

Ao analisar as amostras de membranas em relacdo ao tempo, quanto a L*, €
possivel notar que as amostras MB e MI10FM ndo apresentaram alteracbes
significativas. Por outro lado, as membranas com maior concentragcdo de FM (M50FM e
MZ100FM) demonstraram escurecimento gradativo ao longo dos dias, de forma mais

proeminente entre os tempos 0 dias e 28 dias ap0s seu preparo.

Quanto aos valores de a* e b* é possivel verificar alteracdes a partir da amostra
M10FM em relacdo ao tempo. Porém € mais pronunciada especialmente na membrana
M100FM, na qual os valores de a* apresentam diferenca significativa a partir de 14

dias, em comparacéo com o tempo O dias.

Para a diferenca de cor total (4E) nota-se a heterogeneidade significativa entre as
diferentes concentracBes de FM. Esta diferenca foi destacada também no trabalho de
Wang e colaboradores (2013).

Leceta e colaboradores (2015) e Leceta, Guerrero e Caba (2013) avaliaram a cor
de membranas de quitosana com diferentes concentracdes de plastificante (glicerina), as
quais foram testadas em diferentes tempos de estocagem e outras expostas ao calor.
Estes autores observaram alteracdes de a*, b* e 4E semelhantes as encontradas no
presente trabalho. Ambos os trabalhos sugerem que estas alteracdes séo decorrentes da
reacdo de Maillard, na qual ocorre a condensacdo de grupos amino com grupos
carbonila dos grupamentos terminais glucose redutores. Primeiramente envolvendo a

formacéo de conjugados entre grupos carbonila com grupamentos amino da quitosana,
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produzindo bases de Schiff, com subsequentes ciclos de producdo de compostos

Amadori e compostos poliméricos insolUveis e coloridos (YASIR et al., 2007).

Compostos fenolicos identificados na FM como o &cido géalico, por exemplo,
apresentam grupos carbonila os quais poderiam interagir com a quitosana de acordo
com a reacédo citada anteriormente. Isto justificaria as alteragcdes de cor observadas no
presente trabalho, bem como as caracteristicas de solubilidade das membranas. Os
resultados da analise térmica demonstraram que guanto maior a concentracdo de FM,
menor é a hidratacdo da membrana, o que pode ocorrer devido a reacdo de Maillard.
Estas reacOes possivelmente ocasionaram os dois deslocamentos (de 1024 para 1035
cm™; de 2915 para 2922 cm™) e as duas inversdes de picos (entre 1380 e 1383 cm™;

entre 1660 e 1670 cm™) observadas nos resultados de FTIR.

5.5 Atividade Antioxidante
Embora indmeros trabalhos avaliem e explorem a atividade antioxidante de

extratos de plantas ricos em compostos fendlicos (LOU et al., 2016; MRABET et a.,
2016; WANG et al., 2016), poucos tém avaliado este potencial quando incorporados
estes extratos a membranas de quitosana (FERREIRA et al., 2014; KANATT et al.,
2012).

Da mesma forma, diversos trabalhos avaliam o potencial antioxidante de espécies
do género Euphorbia como Euphorbia tirucalli, Euphorbia supina, Euphorbia
cotinifolia e Euphorbia heterofila (MUNRO et al., 2015; ARAUJO et al., 2014; CHOI;
LIM, 2014; JAYALAKSHMI; RAVEESHA; AMRUTHESH, 2014; KEERTHANA et
al., 2014). Contudo, sdo escassos os trabalhos com a espécie E. umbellata que avaliam a
sua atividade antioxidante (MUNHOZ et al., 2014).

A atividade antioxidante da FM liberada das membranas de quitosana foi
determinada por dois métodos distintos: DPPH e ABTS, os quais testam a capacidade
de capturar radicais livres. Os valores de inibicdo em porcentagem (%) e as Clsg

(concentracdo necessaria de antioxidante para reduzir em 50% o radical) para estes

91



testes, das membranas M50FM e M100FM estdo apresentados no Apéndice - A. Os
dados estdo representados pelas médias + desvio padréo.

Primeiramente, avaliando-se os resultados do teste de DPPH, observa-se que para
a amostra M50FM a % de inibi¢cdo em 24 horas foi de 85,49%, e para o ABTS foi de
100% no mesmo tempo. Para a membrana M100FM, em 24 horas foi atingida uma
inibicdo de 77,45% para o teste DPPH e de 100% para o teste ABTS.

Neste sentido, Ferreira e colaboradores (2014) ao testar membranas de quitosana
com extrato de bagaco de uva observaram uma inibicdo do radical DPPH’ de
aproximadamente 35%, enquanto que para o radical ABTS" obtiveram cerca de 25%.
Por outro lado, Kanatt e colaboradores (2012) avaliaram membranas de quitosana com
extrato de romd e de horteld em diferentes tempos de obtencdo das amostras a partir das
membranas. O comportamento observado para a maioria das membranas foi o aumento
da atividade antioxidante com o passar do tempo, atingindo um maximo de
aproximadamente 80% de inibicdo do radical DPPH’. Os tempos, em horas, adotados

por estes autores foram: 0,5, 1, 2, 6 e 24.

Os dados de Clsp obtidos a partir dos testes DPPH e ABTS para as amostras
M50FM e M100FM estdo representados na Tabela 12:
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Tabela 12. Dados de Clsy dos testes DPPH e ABTS para as membranas M50FM e

M100FM
Tempo DPPH ABTS
Amostra
(horas) Clso (mg.mL™) Clso (mg.mL™)
M50FM 0 0,400 0,160 0,188 +0,002
4 0,160 £0,007 0,258 £0,016
8 0,293 £0,012 0,268 £0,012
12 0,280 +0,020 0,209 0,011
24 0,620 +0,226 0,273 0,006
48 0,390 £0,093 0,613 £0,244
72 0,590 £0,110 0,234 £0,016
M100FM 0 0,120 +0,020 0,063 +0,002
4 0,143 0,001 0,065 +0,003
8 0,124 +0,008 0,068 +0,002
12 0,142 £0,001 0,072 £0,001
24 0,132 £0,025 0,069 £0,002
48 0,082 +0,008 0,070 +0,002
72 0,074 0,006 0,066 +0,001

Minozzo (2015) ao avaliar o padrdo quercetina (substancia amplamente
empregada como padrdo de compostos fenolicos) quanto ao potencial antioxidante,
DPPH e ABTS, encontrou valores de Clso 0,368 mg.mL™ (+0,193) e 0,068 mg.mL™
(£0,016), respectivamente. A partir do qual se pode dizer que as formulagdes M50FM e
M100FM demonstraram boa atividade scavenger dos radicais testados, sendo assim

promissoras quanto a atividade bioldgica.
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Avaliando-se os resultados do teste de DPPH, observa-se que para a membrana
M50FM a Clsp em tempo 0 horas foi de 0,400 mg.mL™ e para o tempo méximo (72
horas) foi de 0,590 mg.mL™. Enquanto que para a membrana M100FM a Cls, em tempo
0 horas foi de 0,120 mg.mL™ e para o tempo de 72 horas foi 0,074 mg.mL™. Para o
teste ABTS a Clso para a amostra M50FM vai de 0,188 mg.mL™ (0 horas), para 0,234
mg.mL™ (72 horas), j& para a amostra M100FM variou de 0,063 mg.mL™ (0 horas) para
0,066 mg.mL™ (72 horas).

Ao observar os gréficos das Clso das membranas M50FM e M100FM para 0s
testes DPPH e ABTS (Figura 22) é possivel perceber que os resultados obtidos a partir
da membrana M50FM sdo maiores do que para a membrana M100FM. Isto demonstra
um maior potencial antioxidante obtido da amostra M100FM. Isto era esperado, visto
que a atividade antioxidante é, principalmente, decorrente de substancias presentes na
FM, em especial os compostos fendlicos. Destacando-se especialmente para o teste
DPPH os tempo 0, 24, 48 e 72 horas e todos os tempos do teste ABTS nos quais 0s

dados apresentam diferenca estatistica significativa (p<0,05 , teste de Tukey).
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Figura 21. Atividade antioxidante das amostras liberadas a partir membranas de
quitosana M50FM e M100FM, avaliada periodicamente em um periodo de 72 horas
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Fonte: O autor.

A membrana M10FM apresentou valores de inibigéo inferiores a 50%, alcangando
0 maximo de 29,31% para DPPH e 37,5% para ABTS, sendo que ndo foi possivel
calcular Clsp, nos moldes experimentais determinados no presente trabalho. A amostra

MB nédo demonstrou inibi¢ao nos testes.



5.6 Atividade Antimicrobiana
As membranas foram avaliadas pelo método de difusdo em agar e os resultados

estdo demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13. Halos de inibigdo das membranas de quitosana impregnadas com FM

) P. E. ]
pHdo . albicans S.aureus . _ E.coli
Membrana meio de aeruginosa faecalis
cultura (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
7,2 0 0 0 0 0
MB
55 0 0 0 0 0
7,2 0 0 0 0 0
M10FM
55 0 0 8 0 0
7,2 0 0 0 0 0
M50FM
55 0 75 10 0 0
7,2 7 0 0 7,3 0
M100FM
55 6,5 13 10 7 0
Controle 7,2 17 24 31 16 30
Positivo 55 22 23 33 15 30

E possivel notar inibicdo do crescimento C. albicans, S. aureus, P. aeruginosa e
E. faecalis principalmente na membrana M100FM e com pH do meio 5,5. O pH mais
baixo, proximo ao pH da formulacéo e da pele inflamada, pode ter facilitado a difuséo
dos ativos. A membrana M50FM apresentou atividade para S. aureus e P. aeruginosa
em pH 5,5, enquanto que a membrana M10FM demonstrou inibicdo apenas para P.
aeruginosa. Nenhuma das formulac6es, nas condicOes testadas, foi capaz de inibir o

crescimento de E. coli.
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Apesar da atividade conhecida da quitosana contra 0s micro-organismos testados
(KONG et al., 2010), nas condicGes estabelecidas para o teste de difusdo em agar ndo
foi possivel observar resultados concordantes com a literatura (MULLER, 2013; KONG
et al.,, 2010; GOY; BRITTO; ASSIS, 2009). Entretanto, o emprego do pH 5,5, mais
préximo do pH da formulacdo, demonstrou resultados para P. aeruginosa nas 3

membranas contendo fracdo metandlica.

Ostrosky e colaboradores (2008) ao avaliar a utilizacdo de técnicas para testar a
atividade antimicrobiana de ativos naturais concluiram que a técnica de difusdo em agar
é a mais disseminada, pela sua simplicidade de execucao e interpretacdo. Apesar disto, a
técnica com maior confiabilidade para avaliar esta atividade é a determinacdo de
concentracdo inibitoria minima. Deste modo, os resultados observados, ndo excluem as

membranas desenvolvidas como potenciais formulagdes antimicrobianas.

5.7 Estudo de permeacao ex vivo — célula de difusdo de Franz
Considerando que os compostos fenolicos sdo empregados em diversas

formulacBes de aplicacdo tdépica e demonstram reconhecida permeacdo cutanea
(THITILERTDECHA; ROWAN; GUY, 2015; BARREIRA et al., 2013; HAN et al.,
2014; DINIZ et al., 2007; BONINA et al., 1996), o presente estudo pretendeu verificar
se a formulacdo proposta, com suas diferentes concentracdes de FM, seria capaz de
promover um transporte percutaneo das substancias previamente identificadas na FM.
Para tanto a identificacdo e quantificacdo destas substancias foi realizada empregando a
técnica de UHPLC-MS em amostras obtidas a partir do sistema de difusdo vertical.

Aplicando as condicbes estabelecidas na avaliagdo qualitativa da FM, foram
avaliadas as amostras obtidas a partir do uso do sistema de difusdo vertical de célula de

Franz e as amostras de padrdes (&cido galico, acido elagico e quercetina).

As primeiras avaliacdes foram feitas para padrfes acido galico, &cido elégico e

quercetina e estdo demonstradas na Figura 22:
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Figura 22. Espectros dos padrdes acido galico (1), acido elagico (2) e quercetina (3)
obtidos por UHPLC-MS
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a — cromatograma de ions totais obtido a partir de detector de massas; b — cromatograma obtido
por detector UV a 254 nm.

As amostras das membranas MB e M10FM, M50FM e M100FM foram avaliadas
(Figuras 23). Contudo, os picos referentes aos padrdes ndo foram detectados nas
mesmas. No entanto, considerando os resultados dos experimentos antioxidantes, as
amostras de maior interesse sdo as M50FM e M100FM e os cromatogramas de ions

totais dessas estdo demonstradas na Figura 23.
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Figura 23. Espectros das membranas M50FM (a) e M100FM (b) obtidos por UHPLC-
MS
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Apesar das substancias padrdo ndo terem sido detectadas nas amostras de acordo
com a metodologia padronizada neste estudo, trabalhnos como o de Nufio e
colaboradores (2012), ao avaliarem a permeacdo cutanea de formulagdes com extratos
ricos em compostos fenoélicos, conseguiram quantificar 11 pg de compostos fendlicos.
No mesmo sentido, Zhang e colaboradores (2013) identificaram e quantificaram 10
substancias e Thitilertdecha, Rowan e Guy (2015) 4 substancias representantes dos

compostos fenolicos no ensaio de permeagéo.

Ainda que néo tenha sido observada a permeacgéo de polifendlicos, os resultados

dos ensaios antioxidantes revelaram que os compostos da FM estdo sendo liberados da
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matriz polimérica. Desta forma, conjecturamos que a potencial acdo anti-inflamatoria da

formulacdo seja topica.
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Consideracoes Finails




6 CONSIDERACOES FINAIS
Utilizando a técnica de UV-VIS foi possivel quantificar os compostos fendlicos e

flavonoides totais no extrato bruto e nas fragdes da casca do caule da espécie E.
umbellata, definindo que a fracdo metanodlica (FM) é a que contém a maior quantidade
desses compostos. Os compostos fenolicos sdo conhecidos pelas suas acdes
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias e por isto a FM foi escolhida para

compor a formulacdo da membrana de quitosana proposta neste trabalho.

Neste sentido, a avaliacdo cromatografica empregando UHPLC-MS permitiu
caracterizar a FM e sugerir 23 possiveis substancias. As substancias sugeridas sdo
pertencentes as classes dos flavonoides, acidos organicos e taninos, sendo que destas, 3
foram identificadas como sendo o acido galico, galato de etila e &cido elagico (por meio
de experimentos de massas e avaliacdo de padrdes de referéncia). Deste modo, além de
reforcar a presenca dos compostos fendlicos na FM, foi possivel elencar algumas
substancias padrdo (marcadores) que podem ser utilizadas na avaliacdo de controle da
qualidade da propria fracdo, bem como de produtos que contenham esta fracdo na
formulacdo. Além disto, estes dados contribuem para um maior conhecimento para a
espécie vegetal, uma vez que a literatura ainda ndo traz muitos dados quimicos sobre a

mesma.

Os ensaios de caracterizagdo (MEV e FEG, densidade, DSC e TGA, DRX, FTIR e
determinacéo de cor UV-VIS) permitiram verificar particularidades da formulagéo, bem
como avaliar as alteracdes e interacdes da FM com a membrana de quitosana. A analise
multivariada feita ao longo do tempo com a membrana MB por FTIR, juntamente com
as imagens do MEV e FEG, possibilitou determinar o plastico como material mais
adequado para o preparo (molde) das amostras. As analises de FTIR e DRX também
indicaram uma possivel interacdo de compostos fendlicos da FM com a estrutura da
membrana. Ainda, a determinacdo de cor permitiu verificar que estas interacdes
possivelmente sdo decorrentes de uma reacdo de Maillard a qual gera compostos pouco

sollveis e alteram a coloragdo das membranas.

Quanto aos testes DPPH e ABTS das membranas, foi possivel determinar que as
amostras M50FM e M100FM demonstraram potencial antioxidante promissor por um

periodo de, pelo menos, 72 horas.
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Do mesmo modo, para a atividade antimicrobiana a inibicdo do crescimento
ocorreu principalmente para as formulaces M50FM e M100FM, especialmente para S.

aureus, P. aeruginosa no pH 5,5.

Sendo assim, apesar de ocorrerem interacdes quimicas entre 0os compostos da FM
e a quitosana, as maiores concentracdes de fracdo, na formulacdo estudada,
demonstraram-se promissoras para a aplicacdo topica, uma vez que 0s experimentos de
permeacdo ex vivo indicaram que 0S compostos existentes na membrana ndo sao
capazes de atravessar a pele, sugerindo que sua deposicdo, apds a liberacéo, a partir da

membrana, dé-se no local de aplicacéo.

Este trabalho apresenta como perspectivas a avaliacdo microbioldgica das
membranas de quitosana por realizacdo da técnica de Concentracao Inibitéria Minima
(MIC), a realizagdo de testes in vivo para avaliar o potencial anti-inflamatorio e
cicatrizante das formulac@es. Ainda, buscar elucidar as interagdes quimicas que ocorrem
entre a matriz de quitosana e compostos da fracdo metandlica do extrato das cascas de

E. umbellata, e qual o real impacto dessas interagfes no potencial das formulages.
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Apéndice A — Resultados dos ensaios antioxidantes
obtidos a partir das membranas de quitosana contendo
fracdo metanolica do extrato das cascas de E. umbellata
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Tempo Concentracao DPPH CI50 Concentracao ABTS CI50

Amostra
horas mg/mL % mg/mL mg/mL % mg/mL
0 0,531 76,16 +1,56 0,600 100,23 +0,55
0,354 61,55 12,14 0,400 98,99 +0,59
0,142 23,88 13,18 0,160 43,59 +1,88
0,400 £0,160 0,188 +0,002
0,708 15,45 15,68 0,080 20,29 2,77
0,035 11,02 12,42 0,040 5,03 4,40
0,007 5,58 +2,03 0,008 -6.14 +1,62
M50FM
4 0,974 97,18 4,89 0,916 100,12 0,81
0,649 84,19 12,84 0,611 100,41 +0,58
0,260 80,96 +1,28 0,244 50,80 +3,80
0,160 +0,007 0,258 +0,016
0,130 33,76 18,01 0,122 23,84 13,23
0,065 15,21 15,20 0,061 8,84 +1,17

0,0130 7,64 +4,70 0,012 -1,59 16,70



12

0,971
0,648
0,259
0,130
0,065

0,013

0,962
0,641
0,257
0,128
0,064

0,013

81,75
85,44
37,40
5,44

17,39

7,28

84,28
83,42
43,44
20,70
10,83

4,28

+1,90
+1,49
+3,01
+2,02
+2,94

+2,04

+2,31
+1,70
+4,86
+3,73
+1,24

+7,89

0,293 +0,012

0,280 +0,020

0,923
0,615
0,246
0,123
0,062

0,012

0,886
0,590
0,236
0,118
0,059

0,012

99,57
100

51,08
25,41
13,73

2,64

99,33
99,15
58,72
31,07
11,50

-4,70

+0,26

+2,36
+1,86
+3,64

+1,86

+0,88
+0,28
+2,85
+0,64
+1,66

+3,92

0,268 +0,012

0,209 +0,011
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24

48

72

0,936
0,624
0,250
0,125
0,062

0,012

0.790
0.526
0.211
0.105
0.053

0.010

1.117

85,49
5,31

47,23
45,85
20,68

19,14

86,68
85,47
24,18
28,24
21,01

-47,62

84,23

*3,19
+2,29
4,26
15,01
+2,84

19,20

+1,73
+1,52
9,74
+2,32
+1,67

+2,40

+1,38

0,620 +0,226

0,390 +0,093

0.590 +0,110

0,949
0,632
0,253
0,126
0,063

0,013

0,528
0,352
0,141
0,070
0,035

0,007

0,959

100.339
100.112
45.6199
13,94
-5,39

-15,46

95,68
70,28
24,96
12,35
4,80

-3,09

99,08

+0,17
+0,43
+1,52
+3,05
+1,31

5,54

+0,15
+0,36
+1,93
+1,54
+0,35

+2,18

+1,30

0,273 +0,006

0,613 +0,244

0,234 +0,016
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0.744 69,53 +1,47 0,640 100 +0,10
0.298 34,60 +3,50 0,256 59,95 +2,47
0.149 19,64 5,91 0,128 32,81 +0,60
0.074 3,83 +2,05 0,064 18,12 +2,48
0.015 -3,14 +1,08 0,013 2,69 +1,59
0,982 86,20 +2,13 0,640 100 +0
0,654 86,95 +1,72 0,426 99,29 +0,30
0,262 88,23 +0,33 0,171 100 +0,61
0,120 +0,020
0,131 51,25 +7,88 0,085 69,00 +1,06 0,063 +0,002
M100FM
0,065 26,73 15,52 0,043 36,39 +3,40
0,013 9,83 +1,21 0,008 9,46 +1,68
1,078 76,39 +1.72 1,024 100 +0,76
0,143 +0,001 0,065 +0,003
0,718 78,77 +0,17 0,68 100 +0,18
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12

0,287
0,144
0,072

0,014

1,061
0,708
0,283
0,142
0,071

0,014

1,058
0,705

0,282

81,92
48,12
19,92

13,50

73,58
73,14
78,79
56,62
1,69

-32,93

79,92
78,86

82,58

+0,39
+2,58
+1,28

+2,59

+0.70
6,47
+1,38
+0,79
+2,08

+2,08

+2,11
+0,69

+0,33

0,124 +0,008

0,142 +0,001

0,27
0,14
0,07

0,01

1,06
0,71
0,28
0,14
0,07

0,01

1,118
0,745

0,298

98,90
97
59,35

12,65

99,96
99,90
99,93
98,47
64,26

16,84

99,02
100

99,59

+0,92
+3,99
+5,30

+3,70

+0,83
0,72
+0,27
+2,20
+0,38

+4,37

+0,84
+0,18

10,51

0,068 +0,002

0,072 +0,001

126



24

48

0,141
0,070

0,014

1,094
0,730
0,292
0,146
0,073

0,014

1,151
0,768
0,307

0,154

39,65
5,83

-39,36

77,45
79,78
84,98
43,71
13,52

-41,44

86,68
85,70
90,14

82,44

+2,00
+1,21

9,21

+1,98
+1,48
+0,92
+4,34
+13,58

+5,56

+1,68
+2,02
+1,68

15,36

0,132 +0,025

0,082 +0,008

0,149
0,074

0,015

1.056
0.704
0.2816
0.1408
0.0704

0.01408

1,170
0,780
0,312

0,156

99,47
63,98

13,48

100,04
100,06
99,41
100,88
59,94

14,01

101,41
100,68
99,88

98,94

+0,19
+1,38

+3,50

+0,55
+0,10
+1,22
+2,64
4,77

+4,90

+1,47
+0,92
+0,41

10,61

0,069 +0,002

0,070 +0,002
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72

0,077

0,015

1,117
0,744
0,298
0,149
0,074

0,015

37,07

-1,75

90,44
88,49
93,79
84,70
48,00

7,79

19,80

+3,28

+6,06
+1,66
+7,09
+3,66
+5,45

+3,21

0,074 +0,006

0,078

0,016

1,024
0,683
0,273
0,137
0,068

0,014

73,96

29,32

100,91
99,16
99,66
99,09
62,73

14,69

+1,80

+4,13

+1,46
+0,54
+0,63
+1,43
0,72

+4,61

0,066 +0,001

128





