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APRESENTACAO

Acolecao “Expansao do conhecimento e inovagao tecnol6gica no campo das ciéncias
farmacéuticas” € uma obra organizada em dois volumes que tem como foco principal a
apresentacgéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus 31 capitulos, relacionados
as Ciéncias Farmacéuticas e Ciéncias da Saude. A obra abordara de forma interdisciplinar
trabalhos originais, relatos de caso ou de experiéncia e revisdes com teméaticas nas diversas
areas de atuacéo do profissional Farmacéutico nos diferentes niveis de atencdo a saude.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi 0 aspecto relacionado a atengéo e assisténcia farmacéutica,
farmacologia, saude publica, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterapicos,
préaticas integrativas e complementares, entre outras areas. Estudos com este perfil podem
nortear novas pesquisas na grande area das Ciéncias Farmacéuticas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela Farméacia, pois apresenta material que apresenta estratégias,
abordagens e experiéncias com dados de regides especificas do pais, o que é muito
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Expanséo do conhecimento e inovagéo tecnoldgica no campo
das ciéncias farmacéuticas” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que,
de forma qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados de
maneira concisa e didatica. Sabemos o quao importante é a divulgacao cientifica, por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.
Boa leitura!

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: A quitosana & um polissacarideo
derivado da desacetilagcdo da quitina, encontrada
no exoesqueleto de crustaceos. E um composto
atéxico, biodegradavel e biocompativel. Filmes
de quitosana podem ser utilizados como
curativos de feridas cutaneas e a incorporagéo de
compostos naturais pode acelerar a cicatrizagéo.
Calendula officinalis L., conhecida popularmente
como caléndula, possui atividades cicatrizante
e anti-inflamatéria e € usada para tratar uma
variedade de afecgbes da pele, tais como cortes
superficiais, queimaduras, eritemas e feridas. O
objetivo deste estudo foi desenvolver filmes de
quitosana contendo extrato de caléndula com
potencial emprego como curativos de lesdes de
pele. O extrato hidroalcodlico de caléndula foi
obtido por maceracéo das flores em etanol 70°
GL. Os filmes foram obtidos por evaporagdo
de uma solugdo acética de quitosana e
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caracterizados quanto a resisténcia a tragéo,
elasticidade, pH, capacidade de absorcédo de
agua e a perda por dessecacéo. Adicionalmente,
foram analisados por MEV, FTIR e difragdo de
raios-X. As propriedades antimicrobianas dos
filmes com caléndula foram avaliadas pelo
método de difusdo em &gar. Apesar de nao ser
evidenciada atividade antimicrobiana, o filme de
quitosana contendo extrato de caléndula 7,5%
(v/v) apresentou pH compativel com a pele,
resisténcia a tragao, elasticidade e capacidade de
absorcéo de agua apropriados para ser avaliado
como um curativo para feridas cutaneas.
PALAVRAS - CHAVE: cicatrizagdo, curativo,
biocompativel, fitoterapico

CHARACTERIZATION OF CHITOSAN
FILMS CONTAINING CALENDULA
OFFICINALIS L. EXTRACT

ABSTRACT: Chitosan is a polysaccharide
derived from the deacetylation of chitin that is
found in the exoskeleton of crustaceans. It is a
non-toxic, biodegradable, and biocompatible
polymer. Chitosan films can be used as wound
dressings and the incorporation of natural
compounds can accelerate healing of skin
wounds. Calendula officinalis L., popularly known
as marigold, has been used topically to treat
various skin conditions such as cuts, burns,
erythema and wounds for it’s anti-inflammatory
and wound healing activity. The aim of this study
was to develop chitosan films containing marigold
extract with potential use as wound dressings.
The hydroalcoholic extract was prepared by
maceration of the flowers of Calendula officinalis
L. in etanol 70 °GL. The films were obtained by
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evaporation of an acetic chitosan solution and characterized for tensile strength, elasticity,
pH, water-swelling and desiccation loss. Additionally, chitosan films were carried out by SEM,
FTIR and X-ray diffraction. The antimicrobial properties of the chitosan-marigold films were
evaluated by the agar diffusion method. Although no antimicrobial activity was evidenced,
the chitosan film containing 7.5% marigold extract presented suitable properties such as pH
compatible to skin, tensile strength, elasticity and water-swelling to be evaluated as a wound
dressing.

KEYWORDS: wound healing, wound dressing, biocompatible, phytotherapic

11 INTRODUGCAO

A pele é um dos maiores érgdos do corpo humano e representa cerca de 16%
do peso corporal. Desempenha mudltiplas fungdes e através da camada queratinizada da
epiderme protege o organismo contra desidratacéo e atrito. Lesdes que provocam a perda
da integridade da pele afetam a sua fungéo protetora (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
GARTNER; HIATT, 2007).

Quando a epiderme sofre algum tipo de trauma, uma lesdo é formada, expondo
as camadas inferiores ao meio externo (HENG, 2011; EHRENREICH; RUSZCZAK, 2006).
Algumas lesbes cutaneas sao de dificil cicatrizagdo devido a diversos fatores intrinsecos
e extrinsecos (FALANGA, 2005). A cicatrizacdo de feridas compreende uma perfeita
cascata de eventos moleculares e celulares que interagem promovendo a reconstituicao
do tecido. Essa cascata abrange as quatro etapas (coagulagao, inflamacao, proliferacéo
e remodelagdo) mediadas por fendmenos fisiologicos e bioquimicos (MANDELBAUM;
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Diversos tipos de curativos séo utilizados no tratamento de lesbes que precisam
de cuidados devido a ruptura da integridade do tecido. Alguns curativos podem acelerar
0 processo de cicatrizagdo da pele (BUENO, 2010). Uma alternativa ao uso de curativos
tradicionais de tecidos e preparacgdes tépicas para tratamento de feridas que requerem o
cuidado frequente é o recobrimento com filmes poliméricos cuja finalidade é substituir a
funcdo da pele, proteger contra a perda de fluidos e estimular a cicatrizagdo (CAMPOS;
BRANCO; GROTH, 2007).

A quitosana é um polissacarideo obtido pela reagdo de desacetilagdo da quitina,
extraida da carapaga de crustaceos como o camardo e o caranguejo. (SANTOS et al.,
2003). Na area biomédica, a quitosana possui inimeras aplicagbes como na engenharia de
tecidos, carreador de farmacos e genes, encapsulacao celular, preparacéo de implantes e
cicatrizante de feridas (SHARIATINIA, 2019).

Curativos confeccionados com quitosana aceleram o processo de cicatrizagdo de
Ulceras cutaneas ao ativar macréfagos, aumentar o nimero de fibroblastos, estimular a
diferenciag¢ao celular e a reepitelizagéo do tecido lesionada (PAUL; SHARMA, 2004; LIU,
2021).
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Calendula officinalis L. (caléndula) € uma planta medicinal utilizada para auxiliar a
cicatrizacdo de lesdes cutaneas. O principal emprego de extratos e tinturas preparados
com as flores da caléndula é por via tépica em afecgdes da pele (MINISTERIO DA SAUDE;
ANVISA, 2014).

A caléndula possui diversos compostos bioativos. Os flavonoides estédo presentes
em grande quantidade, representados principalmente por quercetina e rutina aos quais séo
atribuidas as propriedades antioxidante, anti-inflamatoéria, antitumoral, antiviral e ativagédo
do sistema imunolégico. Entre as principais a¢des, destaca-se a remocao de radicais livres,
exercendo um papel citoprotetor em situagdes de risco de dano celular (VERMA, et al.,
2018 ASHWLAYANVD, et al., 2018).

A quitosana é utilizada para obter géis, nanoparticulas e filmes para aplicagdo
no tratamento de feridas (PATRULEA, et al., 2015). As propriedades fisicas dos filmes
de quitosana podem ser ajustadas para que adquiriram as caracteristicas de curativos
e a adicado de compostos ativos auxiliar a cicatrizagdo. O presente trabalho apresenta a
obtencéo e a caracterizagéo de filmes de quitosana contendo o extrato de caléndula com
potencial emprego como curativos de lesdes cutaneas.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Extrato de Calendula

O extrato hidroalcodlico foi preparado por maceracao das flores de caléndula em
alcool etilico 70°GL. Apds 14 dias em contato com o solvente extrator, a mistura foi filtrada
e 0 extrato armazenado em frasco dmbar.

2.1.1 Teor de flavonoides

O teor de flavonoides no extrato pelo método espectrofotométrico por complexacao
com AICI, e leitura das absorbancias em 425 nm utilizando um espectrofotometro Genesys
10. O valor foi expresso em termos de quercetina através de uma curva de calibragdo na
faixa de 50 a 400 pg mL".

2.1.2 Atividade antimicrobiana do extrato de caléndula

A atividade antimicrobiana do extrato de caléndula foi avaliada através do método da
concentracgdo inibitéria minima com a clorexidina como controle positivo. Utilizou-se uma
microplaca de 96 pogos contendo caldo Mueller Hinton com 2% de glicose para Candida
albicans e caldo Mueller Hinton para inoculagdo das cepas de bactérias Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus faecalis, e Escherichea coli.
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2.2 Estudo da Concentracdo do Plastificante e da Proporcao de Extrato de
Caléndula

Foram realizados testes para definicdo das concentragcdes adequadas de plastificante
e do extrato de caléndula. A quitosana foi solubilizada em solugéo de acido acético com
agitacdo magnética por 6 horas, filtrada e centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm. A
proporgao do plastificante (glicerina) foi avaliada utilizando-se concentra¢des variando de
2,5 a 4,5%. As solugdes filmogénicas foram transferidas para placas de petri e mantidas em
estufa a temperatura 40°C por 24 horas.

No estudo da proporcéo do extrato de caléndula foram utilizadas cinco diferentes
proporcbes de extrato variando de 2,5 a 12,5%. A solugao resultante homogeneizada por
agitacao e submetida a banho ultrassénico por 10 minutos. A seguir, as solugdes foram
transferidas para placas de petri de poliestireno e submetidas a secagem em estufa por 24
horas a 40°C.

2.3 Avaliacao das Propriedades Fisico-Quimicas dos Filmes

Os filmes de quitosana foram avaliados em ensaio de tragéo realizado em maquina
servo-elétrica (Shimadzu® AG-I) com velocidade do teste de 5 mm min-1. O filme com as
melhores caracteristicas de resisténcia e elasticidade foi selecionado para determinacao
do pH, capacidade de hidratacéo, perda por dessecacédo, MEV, FTIR e difracdo de raio-X.

O pH foi determinado (medidor Digimed modelo DMPH-2) utilizando um fragmento
de 1,0 g do filme imerso em 20 mL de agua destilada.

A capacidade de hidratacao foi determinada com fragmentos do filme com area de
1 cm? colocados dentro de cestas de metal perfuradas. As cestas foram imersas em 20 mL
de 4gua destilada. As massas dos fragmentos foram determinadas em intervalos regulares
até peso constante. O percentual de absor¢édo de agua foi calculado através da equacgéo:

% absorcao de agua= [(massa final - massa inicial)/massa inicial] x 10

A perda por dessecagéo foi realizada com fragmentos do filme com area de 1 cm=.
ApOs a pesagem, as amostras foram mantidas em estufa & 100°C. A massa da amostra foi
determinada até atingir peso constante. O célculo foi realizado através da equacgéo:

% Perda por dessecacao= [(massa inicial-massa final)/massa inicial] x 100

O filme selecionado também foi avaliado por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) utilizando equipamento Vega 3 Tescan com tensdo de aceleracdo de 10,0Kv e
magnitudes de 400, 1000 e 2000x, com as amostras previamente secas e cobertas com
camada de ouro. A difragcdo de raios-X (Rigaku® Ultima IV (185 mm)) foi realizada a
temperatura ambiente, tenséo de 40 kV, corrente 30 mA, intervalo de 26 com velocidade
de 2° min™'.

A analise por espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada utilizando-se
pastilhas de KBr e espectrofotometro Shimadzu Prestige-21 com varredura entre 4000 a
400 cm™.
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2.4 Esterilizacao e Atividade Antimicrobiana dos Filmes

2.4.1 Ensaio de esterilizacdo

A avaliagéo da esterilizagé@o dos filmes por exposicéo a luz ultravioleta foi realizada
diferentes tempos de exposicdo a radiagédo (0, 30, 60 e 90 minutos em capela de fluxo
laminar). Os filmes foram posteriormente cultivados em agar-sangue para avaliar o
crescimento microbiano.

2.4.2 Atividade antimicrobiana

O ensaio de difusdo em agar foi realizado com fragmentos dos filmes com éarea
de 1 cm?. Foram inoculadas as cepas dos microrganismos Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus faecalis, Escherichea coli e Candida albicans em
agar Mueller Hinton e Candida albicans em agar Mueller Hinton com glicose 2%. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Extrato de Calendula Officinalis L.

3.1.1 Determinagéo do teor de flavonoides no extrato

A partir da equacgéao da reta obtida com quercetina na faixa de 50-400 ug mL-" obteve-
se a concentracao de flavonoides totais presentes no extrato hidroalcooélico de caléndula. O
teor obtido pela equacgéo da reta de regresséo foi de 0,44+ 0,02 %.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010) a quantidade de flavonoides
preconizada € de no minimo 0,40%. Portanto, o valor obtido com o extrato das flores de
caléndula evidencia que o teor de flavonoides é superior ao minimo exigido. Entretanto,
em um estudo realizado por Pacheco (2007), aponta que a maior parte da matéria-prima
vegetal oriunda de plantas de caléndula apresenta teor de flavonoides entre 0,05 e 0,1%.
Logo, uma amostra que apresente um valor maior de 0,1% de flavonoides evidencia a
adequacéo ao quesito marcador quimico e potencial ao uso terapéutico indicado.

3.1.2 Atividade antimicrobiana

Através do método da concentragdo inibitéria minima, os resultados evidenciaram
que o extrato de caléndula n&o inibiu o crescimento dos microrganismos avaliados. De
acordo com o resultado apresentado na Figura 1, observa-se que houve crescimento
bacteriano de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Escherichea coli e

Enterococcus faecalis. Quanto a Candida albicans, ndo houve um resultado conclusivo,
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pois ocorreu interferéncia do solvente extrator. O controle positivo permitiu confirmou a
acéo inibitéria da clorexedina.

2%

1%
0,5%
0,25%
0,125%

0,0625%

Figura 1. Concentragéo inibitéria minima do extrato de Calendula officinalis L. (SA: Staphylococcus
aureus,PS: Pseudomonas aeroginosa, EC: Escherichea coli, EF: Enterococcus faecalis, CA: Candida
albicans, CN: controle negativo, CC controle de crescimento microbiano e CP: controle positivo).

Diversos estudos apontam a atividade antimicrobiana dos extratos de caléndula,
porém a agdo antimicrobiana dessa espécie é uma das atividades farmacologicas mais
estudadas e a maioria dos resultados sdo contraditorios (MINISTERIO DA SAUDE;
ANVISA, 2014).

3.2 Estudo da Concentracao do Plastificante no Filme de Quitosana

A adicéo de um agente plastificante melhora a flexibilidade do filme. Mas para isso é
importante estabelecer a concentracéo ideal, pois uma quantidade excessiva pode exercer
um efeito antiplastificante, ou seja, ao invés de aumentar a flexibilidade e hidrofilicidade,
pode resultar em efeito contrario (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). Em um trabalho
realizado por Dallan (2005) a glicerina foi utilizada como agente plastificante em filmes
de quitosana. Observou-se melhoria nas caracteristicas mecanicas (flexibilidade e
elasticidade), uma vez que sua presenca promove reducdo nas forgas coesivas entre as
cadeias poliméricas, ocasionando no aumento de sua mobilidade. Logo, foi atribuido que
a acao plastificante da glicerina facilita 0 escoamento das cadeias poliméricas, tornando a
quitosana mais flexivel.

As concentragbes de glicerina foram avaliadas na faixa de 1 a 12,5% (m/v).

Inicialmente, realizou-se um ensaio com concentragées de 5 a 12,5%, obtendo-se filmes
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frageis, quebradicos e com pouca maleabilidade. Na sequéncia, diminuiu-se a concentracéo
de glicerina para uma faixa de 1 a 4,5% e constatou-se que aos filmes apresentavam
caracteristicas adequadas em termos de maleabilidade e flexibilidade ao manuseio sem
ruptura. Os filmes contendo 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5% foram analisados no ensaio de tragao
para selecionar uma concentragéo ideal do agente plastificante.

3.3 Avaliacao das Propriedades Fisico-Quimicas dos Filmes

3.3.1 Ensaio de Tracdo

O ensaio de tragcéo permite avaliar as for¢as de atracao existentes entre as particulas
que compdem o filme. No teste de resisténcia mecanica e elastica realizado, o filme sem
plastificante (branco) suportou uma forca média de 32,4 N e distendeu em média 24,9 mm.
Os filmes com adicéo de plastificante (glicerina) apresentaram diminuicdo da resisténcia
a tracdo (forca necesséaria para a ruptura) e da distensao (quanto o filme distende até a
ruptura) (Tabela 1). Esse efeito é resultante da diminuigao da interagédo entre as moléculas
do polimero causada pela presencga da glicerina. Apesar dessa diminuicdo, ao filme se
torna mais maleavel e aderente, uma caracteristica importante para se moldar a superficie
corporal e aderir a pele. O filme com 3,0 % de agente plastificante foi selecionado para a
avaliagdo da adicdo do extrato de caléndula, uma vez que resultou em valores médios mais
elevados de forca e distensdo comparadas com os demais filmes.

A adicdo de um agente plastificante na composicdo do filme influéncia nas
deformagdes ap6s o0 alongamento. Ademais, sabe-se que o agente plastificante reduz a
cristalinidade do polimero e, consequentemente a resisténcia mecénica (DALLAN, 2005).
O resultado obtido confirma tais observagdes, uma vez que os valores de forga e distenséo
dos filmes com a adi¢éo de glicerina foram inferiores aqueles do filme sem plastificante.

Filme (%) de plastificante Forca (N) Tens&o (mm)
Branco - 32,4 24,90
1 2,5 0,569 0,253
2 3,0 1,12 0,533
3 3,5 1,14 0,327
4 4,0 0,844 0,281
5 4,5 0,826 0,255

Tabela 1. Valores de forga e tensédo dos filmes de acordo com o % de plastificante.

Apb6s a selegdo da concentragdo de plastificante (3,0% m/v), realizou-se novo
ensaio mecanico com os filmes contendo diferentes concentra¢des de extrato de caléndula.
Conforme os resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que a adigdo do extrato
provoca um aumento tanto na for¢a quanto na distens&o até um valor limite (7,5%), acima
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do qual reduz.

Esses resultados podem ser explicados pela interagdo dos compostos quimicos
do extrato com a quitosana, apés a evaporagdo do solvente. Entretanto, o aumento da
quantidade de material sélido proveniente do extrato acima de um determinado limite diminui
as interagcdes moleculares no polimero. Desta forma, o filme 3, obtido com 7,5 % (v/v)
de extrato de caléndula, poderia ser avaliado em ensaios in vivo por ser suficientemente
maleavel ao manuseio sem ruptura.

Filme % de extrato (v/v) Forca (N) Distenséo (mm)
1 2,5 1,49 1,15
2 5,0 1,77 0,631
3 7,5 2,21 1,58
4 10,0 1,96 0,936
5 12,5 0,829 0,237

Tabela 2. Valores de forga e tensdo dos filmes com a variagéo na proporgao de extrato Calenduea
officinalis L.

3.4 Analises do Filme de Quitosana-Caléndula

3.4.1 Determinacgéo do pH

O valor do pH da mistura utilizada na obtencéo do filme contendo a solugdo de
quitosana 2% (m/v), agente plastificante (glicerina) 3,0% (m/v) e extrato de caléndula 7,5%
(v/v) foi de 3,98 +0,04. Todavia, o pH do filme foi de 5,08 + 0,12. Tais resultados evidenciam
que ocorre a evaporacao do acido acético glacial 2,0 % (v/v) utilizado para solubilizar a
quitosana. O resultado é adequado para um curativo, ja que a pele apresenta pH levemente
acido na faixa 5,5 a 5,8 (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002).

3.4.2 Capacidade de hidratagédo

O teste foi executado com o filme selecionado. Obteve-se um percentual médio
de 127,7 + 5,4 %, confirmando que os filmes de quitosana possuem elevada afinidade
pela agua ocorrendo rapido intumescimento, caracteristica adequada para a absorgéo de
liquido de feridas exsudativas.

3.4.3 Perda por dessecacéao

Na analise de perda por dessecacgdo, determinou-se a perda de agua até peso
constante. O resultado da perda por dessecacédo foi de 46,6 + 3,2 % de umidade. O
percentual é influenciado pela temperatura (40 °C) e tempo de secagem da etapa de
obtencgéo do filme (24 h). Entretanto, os filmes com menor percentual de agua tendem a ser
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menos elasticos e maleaveis.

3.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A anélise microscopica da superficie dos filmes foi realizada por microscopia
eletrOnica de varredura (MEV) e as imagens estdo apresentadas na Figura 2.

A obtencdo de imagens de microscopia eletrénica de varredura evidenciou que
o filme (A) (sem a incorporagdo do extrato de caléndula) possui superficie mais rugosa
em comparacdo com os filmes com extrato. Uma caracteristica em comum em escala
nanométrica em todas os filmes com extrato é a topografia regular e homogénea. Pode-
se atribuir a regularidade da topografia dos filmes com extrato em comparagéo o filme
sem extrato (A) a melhor solubilizagdo do ativo com a quitosana e glicerina. No filme (A)
observam-se os depésitos de quitosana formados com a evaporagéo da solugédo acética
durante a evaporacgéao (etapa de secagem).

3.4.5 Difracdo de Raio-x

Os difratogramas do filme de quitosana com glicerina 3,0% (m/v) sem extrato de
caléndula e do filme com glicerina 3,0% (m/v) e 7,5% (v/v) de extrato de caléndula estédo
apresentados na figura 3.

Figura 2. Microscopia eletronica da superficie de filmes de quitosana contendo extrato de caléndula: (A)
0%; (B) 2,5%; (C) 5,0%; (D) 7,5%; (E) 10,0% e (F) 12,5%.

Os filmes analisados apresentaram o mesmo pico de maxima intensidade préximo
a 20°, caracteristico da quitosana. Nota-se que a adi¢do do plastificante nao resultou em
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diferencgas nos difratogramas, justificado pela estrutura amorfa do filme. A comparacéo dos
difratogramas também evidencia que a evaporagéo do extrato de caléndula néo resulta na
precipitacdo de compostos cristalinos.

12504 12504
—— Quitosana controle|

1000 1000 4

[—— Quitosana com extrato de caléndula]

750+ 7504

500+ 500

Intensidade (u.a)
Intensidade (u.a)

250 2504

T T T T T T T T

2[J(grau) 2[](grau)

Figura 3. A. Difratograma de raio-x do filme de quitosana (controle). B. Difratograma de raio-x do filme
de quitosana com extrato de caléndula.

3.4.6 Espectroscopia FTIR

As bandas presentes no espectro FTIR correspondem a vibragdo produzida pela
radiacdo no momento dipolar da ligagdo, que resulta na absor¢cdo devido as interagdes
da amostra com as ondas eletromagnéticas da luz (FIORINI, 2000). Os espectros do filme
controle (sem extrato de caléndula) e do filme com extrato sdo muito semelhantes. Os
espectros FTIR da quitosana (pd) e dos filmes controle e contendo extrato de caléndula
estdo apresentados na Figura 4. Observa-se que 0s espectros sdo muito similares,
diferenciando-se apenas na intensidade das bandas. A glicerina, presente no filme controle
e com extrato, possui grupos hidroxila (OH) que pode intensificar a banda em torno de
3400 cm™. Os principais constituintes presentes na caléndula (saponinas triterpénicas
e flavonoides) possuem grupos quimicos especificos. As saponinas triterpénicas séao
formadas por glicosideos por esta razdo, nota-se uma diferenca nas absor¢cbes entre
1100 e 1500 cm™ do anel glicopiranosideo da quitosana. Quimicamente, os flavonoides
sd0 compostos triciclicos possuindo dois anéis aromaticos, sendo a regido de absorcéo
de nucleos aromaticos entre 1400 a 1600 cm . Observam-se pequenas vibragdes nessa
regido no espectro do filme com caléndula, provavelmente ocasionadas pela presenca de
flavonoides.

Expansao do conhecimento e inovacao tecnoldgica no campo das ciéncias

farmacéuticas 2 Capitulo 8 m



Figura 4. Espectro FTIR da quitosana (p6), filme de quitosana (controle) e filme de quitosana com
extrato de caléndula.

3.4.7 Esterilizacao e atividade antimicrobiana

3.4.7.1 Esterilizacdo do filme

Primeiramente, realizou-se um ensaio esterilizagdo do filme selecionada com luz
ultravioleta. Em todos os tempos de exposicao (30, 60 e 90 min) a luz ultravioleta, ndo
houve crescimento bacteriano. Entretanto, ocorreu crescimento microbiano com o filme nao
submetida a esterilizagdo. O resultado permite concluir que a radiagdo UV é eficiente na
esteriliza¢do do filme curativo de quitosana-caléndula, considerando-se que a presenca de

agua e dos compostos da caléndula pode favorecer o crescimento microbiano.

3.4.7.2 Atividade antimicrobiana

No teste da atividade antimicrobiana por difusdo em &gar, as placas foram
semeadas com Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus faecalis,
Escherichea coli e Candida albicans. O filme analisado foi previamente esterilizado por
exposicao a luz UV durante 30 min e fragmentos de 1 cm? de area foram colocados na
superficie do &gar inoculado. Para leitura dos halos de inibi¢géo foi adicionado 10 mL de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio. Nao houve a formacgéo de halos de inibicdo com nenhuma
das culturas avaliadas. No teste antimicrobiano realizado por Pizzolotto (2010), através da
metodologia de difusdo em agar pelo método do pogo, também néo foi observada atividade
frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli com extrato de caléndula.

Devido a variabilidade no método de execugdo dos estudos e pela descricdo
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incompleta da metodologia presentes na literatura, torna-se dificil a comparacgéo entre
os estudos da atividade antimicrobiana. Ainda assim, os estudos demonstram, em sua
maioria, a atividade antimicrobiana do extrato de caléndula. Entretanto, nos resultados
com a incorporacdo do extrato de caléndula no filme de quitosana n&o ocorreu inibicdo
a atividade bacteriana o que pode ser explicado pela auséncia de difusdo dos compostos

ativos para o meio de cultura.

41 CONCLUSAO

Filmes de quitosana podem ser obtidos pela técnica de evaporagéo da do solvente
de uma solucéo filmogénica contendo glicerina e permite a incorporagcéo de extrato de
caléndula. Apesar do teor de flavonoides no extrato de caléndula estar de acordo com os
parametros preconizados, ndo se observou a atividade antimicrobiana tanto com o extrato
como com o filme quitosana-caléndula. O filme preparado com a solu¢do de quitosana
2% (m/v) em &cido acético 2% (v/v), glicerina 3,0% (m/v) e extrato de caléndula 7,5%
(v/v) apresentou as melhores caracteristicas em termos de pH, maleabilidade, resisténcia
a tragdo e elasticidade e possui potencial para ser avaliado em ensaios in vivo em modelo
de cicatrizacédo de lesbes cuténeas. Além disso, os resultados de perda por dessecacgéo e
da capacidade de hidratagdo evidenciaram que o filme possui umidade e poderia ser capaz
de absorver exsudato de feridas.
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