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APRESENTACAO

Atualmente, notamos grande necessidade do desenvolvimento das ciéncias,
bem como o aprimoramento dos conhecimentos ja adquiridos pela sociedade. Sabe-
se também que as ciéncias tecnolbgicas, exatas e da terra cumprem um papel
importantissimo na construcédo de saberes ligados a humanidade. Tais saberes sO
se tornam possiveis por meio de autores responsaveis por desenvolver pesquisas
cientificas nas mais diversas areas do conhecimento.

Permeados de tecnologia este e-book contempla estudos na area da ciéncia
tecnologicas, exatas e da terra, mostrando a aplicabilidade destas ciéncias em
variados temas cotidianos. Temas ligados a Medicina, saude, agricultura e ensino,
séo abordados nos capitulos desta obra, entre outros temas relacionados a producéo
cientifico-metodologica nas ciéncias.

Para o leitor, esta obra intitulada “Ciéncias tecnoldgicas, exatas e da terra e
seu alto grau de aplicabilidade” tem muito a contribuir com estas areas, ja que cada
capitulo aponta para o desenvolvimento, e aprimoramento de pesquisas cientificas
envolvendo temas diversos, mostrando-se ndo somente uma base teédrica, mas

também a aplicacao pratica de varios estudos.

Boa leitura!

Felipe Antonio Machado Fagundes Goncgalves
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CAPITULO 14

EMULSOES DE QUITOSANA/GELATINA COM OLEOS DE
ANDIROBA E DE PRACAXI: AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA SOBRE Staphylococcus aureus

Data de aceite: 17/03/2020
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RESUMO: Controlar infeccbes €
preocupacdo no tratamento de ferimentos.
Materiais para cicatrizagcao cutanea com 6leos
vegetais se justificam por estes conterem
acidos graxos livres atuantes na quimiotaxia,
angiogénese e controle microbiano. Foi avaliado
o efeito da adicdo dos 6leos de andiroba (OA)
e pracaxi (OP) ao gel quitosana/gelatina (QG)
sobre sua atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus e sua capacidade
de formar emulsbes estaveis e filmes. A
estabilidade das emulsdes foi comprovada pela
preservacao daviscosidade ap6s estocagem. As
fotomicrografias dos filmes revelaram morfologia
lisa com presenca de protuberancias, além de
excesso de 6leo sobre a superficie. Os 6leos
nao apresentaram atividade antimicrobiana,
enquanto o valor de CIM para QG foi de 31,2 ug
mL". A emulsdo QGOP apresentou a mesma
atividade antimicrobiana revelada por QG,
enquanto a emulsdo QGOA apresentou um

uma
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valor menor de CIM (15,6 pg mL™"), o que indica efeito sinérgico com a inclusao do OA.
PALAVRAS-CHAVE: Quitosana, 6leo de pracaxi, 6leo de andiroba, Staphylococcus
aureus.
CHITOSAN/GELATIN EMULSIONS WITH ANDIROBA AND PRACAXI OILS:
EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY AGAINST STAPHYLOCOCCUS

AUREUS

ABSTRACT: Infection control is a key-feature in the treatment of wounds. The
development of materials for cutaneous wounds containing vegetable oils is justified
by the presence of free fatty acids in these oils. The effect of adding oils andiroba
(OA) and pracaxi (OP) to the chitosan/gelatin gel (QG) was evaluated with respect
to its antimicrobial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and ability to
form stable emulsions and films. The stability of the emulsions was confirmed by the
viscosity conservation after stock 7 days. The micrographs showed a smooth surface
for films, as well as excess of oil in some points. Antimicrobial activity for the oils was
not found and the MIC and MBC values for QG were 31.2 ug mL". QGOP emulsion
had the same antimicrobial activity revealed by QG, while QGOA presented a lower
MIC value (15.6 pg mL™"), indicating a possible synergistic effect with the addition of
OA.

KEYWORDS: Chitosan, andiroba oil, pracaxi oil, Staphylococcus aureus.

11 INTRODUCAO

A pele é o 6rgéao do corpo humano que cobre externamente toda sua extensao.
Suas funcbes sado termorregulacéo, percepcéo e protecdo, atuando como barreira
fisica a agentes fisicos, quimicos e biol6gicos (CARDOSO et al., 2011). Um agente
biolégico responsavel por infeccbes que podem levar inclusive a morte é a bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus, encontrada principalmente na pele e em
tecidos moles (CHAO-HSUAN et al., 2011).

A cicatrizacado de feridas cutaneas € um processo complexo que envolve o
recrutamento de leucocitos, a inflamacéo, a angiogénese, a deposicao de colageno,
a reepitelizacdo e a remodelacdo. Uma inadequada recuperacédo destas lesoes
pode danificar as funcbes da pele, como nos casos em que ocorre formacéo de
cicatriz hipertrofica ou até mesmo levar a morte, dependendo das extensdes da
lesdo (CARDOSO et al., 2011; NAYAK et al., 2011).

Conhecidos por sua importancia para o sistema imunol6gico e para o processo
de cicatrizacao, os acidos graxos livres tendem a apresentar atividade antimicrobiana,
atuando por meio de adesdo as membranas destes microrganismos de modo a
danificar a estrutura de sua parede celular. Vale destacar ainda algumas vantagens
do &cido oleico, reconhecido por sua atividade bactericida frente a S. aureus e capaz
de inibir diversas bactérias Gram-positivas, dentre elas Staphylococcus aureus
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resistentes a meticilina (CHAO-HSUAN et al., 2011).

Os Oleos de pracaxi (Pentaclethra macroloba) e andiroba (Carapa guianensis)
sao Oleos vegetais ricos em acido oleico, sendo extraidos, respectivamente, das
sementes e castanhas de suas arvores (BATAGLION et al., 2014; COSTAetal., 2014).
Materiais para aplicacao em feridas cutaneas devem ser atoxicos, hipoalergénicos,
atuar como barreira fisica, reduzir a resposta inflamatéria e manter a umidade no
local, de modo a contribuir com a divisédo e migragao celular, producéo de colageno
e angiogénese, portanto, uma opc¢ao de aplicacdo destes Oleos € combinando
com outros materiais, buscando somar suas propriedades de interesse (FIELD;
KERSTEIN, 1994).

A mistura quitosana/gelatina € uma opc¢éao para incorporacéo destes 6leos, ja
que esta é capaz de promover a sintese de componentes da matriz extracelular,
melhorar a atividade bioldgica e promover a adeséo e migragao celular (THEIN-HAN
et al., 2009; YANG et al., 2010).

Esse estudo busca avaliar a atividade antimicrobiana de emulsdes de quitosana/
gelatina/6leo de andiroba e quitosana/gelatina/0leo de pracaxi contra S. aureus,
visando sua futura aplicacdo em infec¢des cutaneas, além de verificar a estabilidade
destas emulsdes e sua capacidade de formacéao de filmes.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao da quitosana

A quitosana (com grau de acetilacédo 7,4 + 0,4% e massa molecular média de
3,5 x 10° g mol") foi obtida a partir de gladios de lulas Doryteuthis spp. por meio de
desproteinizacao e desacetilacao (HORN; MARTINS; PLEPIS, 2009). Uma solucao
de quitosana 1% foi preparada por diluicdo em acido acético 1%.

2.2 Obtencao do gel de gelatina

O gel de gelatina 1% foi preparado por dissolugéo de gelatina comercial (Sigma®,
tipo A) em agua, seguido de gelatinizacdo com aquecimento a 60°C durante 30 min.

2.3 Oleos de andiroba e pracaxi

Os 0leos de andiroba e pracaxi utilizados foram adquiridos de Phytoterapica®
com numeros de lote, respectivamente, POVA15.01 e POP15.01.

2.4 Preparo das emulsodes

Amistura quitosana/gelatina (QG) foi preparada pela mistura de 10% (em massa)

de gelatina a solugdo de quitosana sob agitagcdo mecéanica por 30 min. Os 6leos
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foram diluidos a 20% em acetona para adicdo lenta ao gel QG por gotejamento. As
emulsdes de quitosana/gelatina/6leo de andiroba (QGOA) e quitosana/gelatina/dleo
de pracaxi (QGOP) foram preparadas, respectivamente, pela mistura de 0,25% dos

6leos OA e de OP ao gel QG sob agitagdo mecéanica constante por 2 h.

2.5 Estabilidade das emulsoes

Os ensaios de fluxo foram feitos em re6metro de deformacéo controlada AR-
1000N (TA Instruments), com geometria cone-placa de 20 mm, angulo de 2° e gap
de 69 ym. Logo apés o preparo e desaeragdo das emulsdes os ensaios foram feitos
com variacao da taxa de cisalhamento de 0,1 a 1000 s a 25 °C, sendo repetidos nas
mesmas condi¢cdes apos sete dias de estocagem a 4°C.

2.6 Preparacao e caracterizacao dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo método de casting. Apds desaeracao das
emulsdes, as amostras foram vertidas em moldes de Teflon® e secas em fluxo de ar.

Medidas de espessura: a espessura dos filmes foi medida com micrébmetro
(M110-25, Mitutoyo Mfg. Co., Ltd., Japao). Foram feitas medidas em dez diferentes
pontos de cada amostra que foram utilizadas para o calculo dos valores médios de
espessura.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV): os filmes foram cortados e fixados
em suportes e recobertos com uma fina camada de ouro de 6 nm de espessura, em
um metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) com
pressao de 2,00x102 mbar na camara, corrente de 60 mA e taxa de deposicéo de
0,60 nm/s. As fotomicrografias foram obtidas em um microscépio da marca ZEISS
modelo LEO-440 (Cambridge, England) com detector OXFORD (modelo 7060),
operando com feixe de elétrons de 20 kV.

2.7 Atividade antimicrobiana

Linhagem e condigbes de crescimento: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
foi mantida em caldo extrato de levedura triptona de soja (TSYEB) acrescidos de 20%
de glicerol e armazenada em freezer a -20 °C. A linhagem de S. aureus foi semeada
em placas de agar extrato de levedura triptona de soja (TSYEA) e incubada por 24
h a 37 °C.

Teste de atividade antimicrobiana: 0s ensaios para determinacao da
concentracao inibitéria minima (CIM) dos 6leos OC e OB, do gel QG e das emulsdes
QGOC e QGOB frente a linhagem de S. aureus foram feitos utilizando-se a técnica
de microdiluicdo em caldo segundo metodologia estabelecida pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os ensaios de atividade antimicrobiana
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foram feitos com no minimo trés repeticdes independentes. A partir das concentracoes

das amostras que nao apresentaram crescimento visual no teste de CIM foi possivel

analisar a concentracdo bactericida minima (CBM).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As emulsGes mostraram-se homogéneas e com coloracdo esbranquicada,

nao apresentando separacao de fases visualmente perceptivel apds sete dias de

estocagem a 4°C. Contudo, uma forma mais segura de se confirmar a estabilidade

de emulsbes consiste em comparar seu comportamento reolégico antes e apos

estocagem (PRESTES et al., 2009). A Figura 1 apresenta as curvas de fluxo para

as emulsbes com Oleo de andiroba e de pracaxi em comparagdo com a mistura

quitosana/gelatina.
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apos estocagem) e QGOP (® 0 h e O ap6s estocagem).

Os ensaios de fluxo revelaram um comportamento Newtoniano a baixas taxas
de cisalhamento (0,1 a 0,7 s') paratodas as amostras. Contudo, para maiores valores
da taxa de cisalhamento foi observado um comportamento pseudoplastico, ou seja,
uma reducdo da viscosidade em funcdo do aumento da taxa de cisalhamento. Este
efeito € relacionado principalmente ao desemaranhamento e a organizacao das
cadeias poliméricas da quitosana e gelatina em solugéao (VIGILATO et al., 2015).

Foi comprovada a estabilidade das emulsées QGOA e QGOP apéds sete dias
de estocagem em geladeira pela preservacdo do comportamento reoldgico das
amostras. Ainda & possivel notar que a adicdo dos Oleos levou a um pequeno
aumento na viscosidade das amostras, efeito mais acentuado na amostra com 6leo
de andiroba. Este resultado pode estar relacionado com a presenca nestes 6leos
de acidos graxos insaturados como os acidos oleico e linoleico, que devem atuar
aumentando o emaranhamento das cadeias poliméricas e, portanto, dificultando o
escoamento.

Os filmes preparados a partir das emulsbes apresentaram aparéncia
homogénea com coloragcdo esbranquicada. Sua espessura média foi de
0,06 + 0,01 mm e 0,07 + 0,01 mm para QGOA e QGOP, respectivamente.

As fotomicrografias destes filmes (Figura 2) obtidas por MEV revelaram
uma superficie com morfologia lisa, com protuberancias esféricas semelhantes a
vesiculas de Oleo e presenca de excesso de 6leo sobre algumas regides. Portanto,
fica evidente que a formulacéo proposta ndo é adequada para a producao de filmes,
necessitando de uma maior concentracdo dos componentes da matriz polimérica
para completa retencédo do 6leo no interior dos filmes ap6s secagem.
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Figura 2 — Fotomicrografias dos filmes (A) QGOA e (B) QGOP. Aumento de 500x.

Nos testes de atividade antimicrobiana os valores de CIM contra S. aureus para
os Oleos, o gel QG e as emulsdes encontram-se na Tabela 1. Tanto OA quanto OP
nao apresentaram atividade até 2000 yg mL* (Figura 3), contrariando a expectativa
de atividade antibacteriana devido a riqueza de &cido oleico em ambos os 0Oleos
(CHAO-HSUAN et al., 2011).

Amostra OA OoP QG QGOP QGOA
CIM (ugmL') >2000 >2000 31,2 31,2 15,6

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
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Figura 3 — llustragéo da determinagao da CIM para (A) 6leo de pracaxi e (B) éleo de andiroba
contra S. aureus.

O gel QG (Figura 4) apresentou valor de CIM de 31,2 yg mL", comprovando sua
acao antimicrobiana. Esses resultados estdo em concordancia com os resultados
apresentados por Pereda et al. (2011), que avaliaram a atividade antimicrobiana
de solucbes formadoras de filmes de quitosana, gelatina e da mistura quitosana/
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gelatina, reportando efeitos sinérgicos com a combinacéo dos polimeros tanto contra
E. coli quanto contra L. monocytogenes, uma bactéria Gram-positiva. O mecanismo
de atividade antimicrobiana defendido pelos autores para a quitosana é o de que os
grupos amino carregados positivamente desta interagem com os grupos carregados
negativamente das membranas celulares bacterianas, levando a liberagcdo do
conteudo intracelular. Na gelatina a presenca de grupos amino também é a razéo
indicada para a atividade observada.

Figura 4 — llustracao da determinacao da CIM para o gel de quitosana/gelatina contra S.
aureus.

A emulsédo QGOP mostrou a mesma atividade que a observada para o gel QG
(CIM de 31,2 ug mL"), indicando auséncia da contribuicao de OP para a atividade
observada. Leal et al. (2011) reportaram a atividade antibacteriana de extratos do
tronco do pracaxi contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, contudo, a
composicado destes extratos difere consideravelmente da composicédo do 6leo de
pracaxi, 0 que explica a divergéncia com nossos resultados.

Por fim, a emulsdo QGOA apresentou efeito antimicrobiano com reducao
na concentracdo necessaria para inibir o crescimento bacteriano (CIM de
15,6 pyg mL"), sugerindo um possivel efeito sinérgico (Figura 5), apesar de ndo haver
registros na literatura de comprovacéao do efeito antibacteriano isolado do OA.

Figura 5 — llustracao da determinagcéo da CIM para a emulsdo de quitosana/gelatina/dleo de
andiroba contra S. aureus.
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41 CONCLUSAO

Apesar das emulsbes terem se mostrado estaveis na formulagdo proposta,
os filmes apresentaram excesso de 06leo. As emulsdes apresentaram atividade
antimicrobiana e embora ambos o0s 6leos sejam compostos de acidos graxos livres
e tendam a apresentar atividade antimicrobiana, atuando por meio de adeséo as
membranas destes microrganismos, somente foi observado possivel efeito sinérgico
com o Oleo de andiroba. As emulsdes tem potencial para aplicacdo em estudos de

cicatrizagdo cutanea.
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