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RESUMO

O uso tradicional das plantas com propadsito medicinal esta entrelacado com questdes
histéricas e culturais dos povos de cada localidade. No Brasil, soma-se a isto o
componente da diversidade, considerando suas propor¢cdes continentais e seus
biomas com caracteristicas distintas, sendo a caatinga considerada um bioma
exclusivo deste pais. O aparato cientifico busca caminhar juntamente a esses
conhecimentos tradicionais, aumentando a aplicabilidade destes recursos enquanto
promove a seguranga na sua utilizacdo, motivo pelo qual chegam ao mercado
medicamentos originados de plantas, sejam fitoterapicos, seus extratos ou até mesmo
sintetizados com base em seus metabdlitos. Dentro deste contexto, o presente estudo
objetivou formular filme incorporado com extrato da espécie Anadenanthera colubrina,
0 angico, aplicado pelas comunidades inseridas na caatinga como antimicrobiano,
cicatrizante e anti-inflamatorio, associando-o0 a quitosana, biopolimero também de
origem natural, advindo principalmente da carapaca de crustaceos, com
caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Isto
com a finalidade de testar tal formulagdo em microrganismos e células participantes
do processo de cicatrizacdo. Para a obtencao de resultados os principais métodos
utilizados foram: casting (formulacéo de filmes a partir de evaporacéo de solvente de
solucao filmogénica prévia); ensaios microbioldgicos (concentracéo inibitéria minima
e Checkerboad), para determinacdo de atividade individual e sinérgica com
antimicrobiano de aplicacdo tépica, a gentamicina; ensaios de degradacao
(termogravimetria) e de caracterizacdo (espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier) e ensaios de toxicidade (MTT), utilizando células
participantes do processo de recuperacdo de feridas (macréfagos e fibroblastos). A
formulacdo resultou em um produto de facil manuseio, com aspecto transparente,
interacdes fisicas entes 0s seus componentes, estabilidade térmica consideravel, alto
grau de intumescimento e acdo comprovada in vitro, sobre cepa padrdo de
Staphylococcus aureus, responsavel por infeccdes de pele, partes moles, dispositivos
e proteses médicas. Os testes de citotoxicidade revelaram proximidade entre dose
eficaz e dose tdxica, entretanto em baixas concentragfes observou-se o aumento do
crescimento celular. Sendo assim, espera-se contribuir para a literatura ndo apenas

identificando espécies vegetais promissoras para a geracao de novos fitofarmacos,



mas também levantar a possibilidade de aprimoramento de produtos a base de
guitosana. Neste caso com foco em desenvolvimento de novas alternativas para
curativos inteligentes que favorecam a recuperacdo de pacientes portadores de

feridas cronicas e afins.

Palavras-chave: produtos biolégicos; plantas medicinais; taninos; anti-infecciosos.



ABSTRACT

The traditional use of plants for medicinal purposes is linked with historical and cultural
issues of the peoples of each location. In Brazil, there is also the diversity component,
considering its continental proportions and its biomes with distinct characteristics,
among which the caatinga is considered an exclusive biome in this country. The
scientific apparatus seeks to walk together with this traditional knowledge, increasing
the applicability of these resources while promoting safety in their use, which is why
medicines originating from plants, whether herbal, their extracts or even synthesized
based on their metabolites, reach the market. Within this context, the present study
aimed to formulate the incorporation of a film with an extract of the species
Anadenanthera colubrina, the angico, applied by communities inserted in the caatinga
as antimicrobial, healing and anti-inflammatory, associating it with chitosan, a natural
biopolymer, coming mainly of the shell of crustaceans, with characteristics such as
biocompatibility, biodegradability and low toxicity. This is in order to test such
formulation on microorganisms and cells that participate in the healing process. To
obtain results, the main methods used were: casting (formulation of films from solvent
evaporation of a previous film-forming solution); microbiological tests (minimum
inhibitory concentration and Checkerboad), to determine individual and synergistic
activity with topically applied antimicrobial, gentamicin; degradation tests
(thermogravimetry) and characterization (Fourier transform infrared spectroscopy) and
toxicity tests (MTT), using cells participating in the wound recovery process
(macrophages and fibroblasts). The formulation resulted in an easy-to-handle product,
with a transparent appearance, physical interactions between its components,
considerable thermal stability, high degree of swelling and proven in vitro action on the
standard strain of Staphylococcus aureus, responsible for skin infections, soft parts,
medical devices and prostheses. Cytotoxicity tests revealed proximity between
effective dose and toxic dose, however at low concentrations there was an increase in
cell growth. Thus, it is expected to contribute to the literature not only identifying
promising plant species for the generation of new phytopharmaceuticals, but also
raising the possibility of improving chitosan-based products. In this case, focusing on
the development of new alternatives for smart dressings that favor the recovery of

patients with chronic wounds and related aspects.



Key words: biological products; medicinal plants; tannins; anti-infective agents.
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1 INTRODUCAO

A medicina popular também referenciada como medicina tradicional ganhou
espaco nas ultimas décadas, quebrando-se um paradigma, visto que a chamada
‘medicina moderna” ou “Hipocratica”, altamente difundida nos paises desenvolvidos
era considerada a Unica opc¢ao valida e viavel no atendimento as enfermidades, o que
comecga a apresentar certa mudanga principalmente a partir da criacao do “Programa
da Medicina Tradicional” proposto pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e pela
Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS) na década de 1970, com o objetivo
de levantar e incentivar politicas que promovessem uma Vvisao mais ampla da saude
(CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

As plantas medicinais, inseridas na medicina popular, estdo vinculadas a
guestdes sociais e intimamente ligadas a cultura das comunidades que as utilizam,
agregando assim, saberes que se difundem entre as geracfes. Essas espécies se
configuram como importantes ferramentas na promocao e recuperacdo da saude,
sobretudo quando nos remetemos as comunidades mais afastadas dos grandes
centros urbanos, individuos que acabam tendo uma maior proximidade com as
espécies vegetais nativas ou adaptadas e atribuem a estas espécies, importancia
medicinal, religiosa, alimentar e até comercial conforme levantado por Meneghelli et
al (2018).

O Brasil se destaca pela sua vasta biodiversidade, sendo responsavel por
abrigar cerca de 20% das espécies conhecidas mundialmente. Soma-se a isto a
grande quantidade de grupos étnicos compreendidos em seu territdrio que acabam
enriquecendo o componente etnofarmacolégico ao integrar diferentes formas de
utilizacdo e aplicacéo das plantas com aplicacédo medicinal (SANTOS et al, 2018). A
caatinga, cujo bioma € exclusivamente brasileiro possui diversas espécies
consideradas endémicas que estdo incluidas neste quesito, onde estas sédo
largamente utilizadas pelas comunidades em seu entorno, observando-se que as
mesmas acabam por desenvolver uma relacdo simbidtica com o meio contribuindo
inclusive para a sua preservacdo (NASCIMENTO et al, 2019).

Dentro deste contexto, as plantas medicinais e seus derivados podem ser
aplicados a producdo de medicamentos e alternativas inovadoras, sobretudo em

areas que demandam novas estratégias continuamente. Dentre estas areas, propde-
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se destacar neste estudo as feridas de alta complexidade, relacionadas a
comorbidades no ambito hospitalar e fora dele, estando envolvidas em uma série de
complicacbes que afetam a salde em seu sentido mais amplo, assim como
compromete as atividades sociais do paciente devido ao seu grande potencial
incapacitante (GARCIA, 2016). Os pacientes variam entre pessoas diabéticas,
pacientes restritos ao leito com desenvolvimento de Ulceras por pressao, pacientes
com feridas cirurgicas infectadas ou ndo, vitimas de queimaduras, entre outros
(PALAMIN, 2018).

A demanda por novas alternativas de tratamento para as feridas de alta
complexidade esbarra ainda em outro problema cujo enfrentamento € de grande
desafio para a saude em geral: a multirresisténcia bacteriana, considerando a barreira
gue a integridade da pele proporciona evitando infec¢cdes por microrganismos
oportuOnistas, havendo assim grande possibilidade de propagagéo microbiana no leito
do ferimento, sendo 0s principais microrganismos envolvidos neste problema:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa
e a presenca destes agentes retardam o processo de cicatrizagao (PINTO, 2016).

Os taninos, polifendis de origem vegetal de natureza adstringente, que
garantem, nas espécies nas quais sdo observados defesa contra predadores,
apresentam atividades antioxidante e antimicrobiana, além de possuirem a
capacidade de combinarem-se com macromoléculas, como as proteinas formando
complexos insoliveis (SIMOES et al., 2017). Essas caracteristicas trazem a
possibilidade do uso de extratos ricos nesta classe de metabdlitos secundarios nos
estudos relacionados com a cicatrizacdo e antissepsia, visto que agem diminuindo a
permeabilidade, ao passo que inibem o crescimento bacteriano (HIGINO, et al. 2015),
0 que é de grande importancia no tratamento de feridas de qualquer natureza, devido
a facilidade de infeccdo pela perda da integridade cutédnea que se configura como
barreira natural de defesa do organismo (MARCO, 2015).

Desta forma, o presente estudo propde aplicar o extrato da espécie
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul (Angico), que €, segundo estudos
etnobotanicos publicados nos ultimos 10 anos, uma das 5 espécies endémicas da
caatinga brasileira com maior concentracdo tanica, em um filme a base de quitosana,

avaliando seu potencial em uso conjunto a este biopolimero, em uma possivel
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alternativa de tratamento para feridas infectadas, pretendendo, ao mesmo tempo, que
explore aplicagcdes medicinais, promovendo destaque a flora da caatinga, valorizando

seus povos e toda sua bagagem cultural e cientifica associada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

O Brasil é constantemente referenciado como um pais onde habita a
diversidade. Caracteristica que vai desde 0s seus ecossistemas, considerando que se
trata de um pais de dimensfes continentais, até a sua propria populacdo que abriga
povos nativos e povos das mais variadas origens, onde através dos séculos
contribuem com costumes, saberes e espécies vegetais e especiarias proprias, além
do sincretismo religioso, que em conjunto alteram o modo de vida e a forma de
interacdo com o ambiente que evolui e se modifica em meio a miscigenacao. Dentro
deste contexto, estd também a utilizacdo das plantas, seja com aplicacdo medicinal,
nutricional ou até mesmo econémica, conforme indicado por Rodrigues et al (2020).

Segundo Goncalves (2020) o préprio reconhecimento botanico e fitogeografico
no Brasil esteve por séculos dificultado tanto pela ampla abrangéncia territorial, quanto
pela constante modificacdo do ambiente, fazendo com que apenas a partir da década
de 1980 houvesse conteudo suficiente para tracar uma linha evolutiva de suas
espécies com integracdo de informacfes taxonémicas e ecoldgicas, apresentando
inclusive posteriormente, um marco com a elaboracdo do Manual Técnico da
Vegetacdo Brasileira pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
inicio da década de 1990. Destacando-se assim, a probabilidade, devido ao histérico
relativamente recente, de haver espécies com caracteristicas ainda ndo exploradas
no territério brasileiro dentro de seus 7 biomas reconhecidos: Amazobnia, Mata
Atlantica, Caatinga, Cerrado, Pantanal e Pampa (SILVA, et al, 2017).

Medeiros et al (2015) levantam os fatores que influenciam na sele¢cdo de uma
planta para fins medicinais, seja pela alta disponibilidade que essa tenha junto as
comunidades tradicionais, seja pelas suas caracteristicas organolépticas, sendo estas
Ultimas relacionadas com metabdlitos especificos, assim como os 6leos essenciais
geralmente tém sabor e odor adocicado, enquanto as espécies ricas em alcaloides se
caracterizam por resultarem em extratos amargos. Dentro desta narrativa ha a
representacao cultural, religiosa e medicinal das plantas, cuja utilizagéo, por vezes,
estd associada a essas trés caracteristicas conjuntamente, destacando-se assim a

sua importancia para 0s povos que as cultivam e/ou as protegem, revelando uma
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interacao simbiotica que pode, inclusive, ser util para a preservagado dessas espécies
(SILVA, SOARES, QUADROS, 2019).

Os avancos cientificos, sobretudo no que diz respeito ao desenvolvimento
tecnologico aplicado as Ciéncias Farmacéuticas abrange uma dualidade de
interpretacdes, visto que de um lado possibilita a aplicacdo dos produtos naturais de
forma segura, além da possibilidade de melhora de seus potenciais aplicados a saude,
entretanto, esbarra em questdes associadas a apropriacéo cultural, considerando toda
a bagagem tradicional associada a essas alternativas terapéuticas, principalmente
gquando se considera as religibes de matriz africana, cujas praticas, sofrem
discriminacéo até os dias atuais (ARRUDA, et al, 2019). Sendo assim, € necessario
partir do pressuposto de que os estudos etnofarmacologicos precisam de uma visao
gue promova a abrangéncia do componente sociocultural, de modo a compreender a
importdncia que essas espécies possuem dentro das culturas que impactam,
promovendo a valorizacdo de seu conhecimento tradicional agregado enquanto
comprovam suas atividades bioldgicas, conferindo assim, seguranca e integracéo do
saber popular ao meio académico (SILVA, SOARES, QUADROS, 2019).

Observa-se o crescimento nas Ultimas décadas do interesse pela Fitoterapia,
isto &, pela aplicacdo de produtos de origem vegetal a saude. O Ministério da Saude
brasileiro (MS) reconhece a utilizacao de plantas medicinais e fitoterapicos dentro das
chamadas Praticas Integrativas e Complementares (PIC), cuja politica foi
implementada desde 2006 com a finalidade justamente de abrir a possibilidade de
aplicacdo de métodos alternativos e baseados em evidéncias dentro do Sistema Unico
de Saude (SUS) (GONCALVES, 2018). Entretanto, € necessario levantar a
necessidade dos estudos que comprovem seguranca e efeito desses recursos, de
modo a investigar sua efetividade assim como sua toxicidade (JAMSHIDI-KIA et al,
2018). Esses estudos resultam em informacdes que podem inclusive auxiliar na
descoberta de novos farmacos, levando em consideragdo que 25% dos
medicamentos hoje disponiveis no mercado sdo derivados de plantas, sejam seus
extratos, compostos isolados ou aqueles sintetizados a partir de seus constituintes
(SANTOS et al, 2018).

De modo geral, a abertura as plantas medicinais e produtos naturais e
fitoterapicos na Assisténcia a saude no Brasil abriu portas para facilitacdo da adeséo

terapéutica, sobretudo daquelas comunidades afastadas dos grandes centros
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urbanos, sejam comunidades ribeirinhas, extrativistas, quilombolas e indigenas,
principalmente, considerando o fator econémico associado, visto que a ocorréncia de
desigualdades socioeconémicas ainda € uma realidade no Brasil, assim como
possibilita que povos tradicionais se identifiquem com as terapias que estéo realizando
e sintam-se valorizados ao identificar que seus saberes transformam o empirisSmo em
conhecimento cientifico que pode ser expandido ao cuidado de todos os individuos
assistidos pelo sistema de saude vigente (CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

2.2 A CAATINGA

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro que ocorre em toda a Regido
Nordeste do pais, com excecao do estado do Maranhao, e também no norte do estado
de Minas Gerais, com prevaléncia das chamadas Florestas e Arbustais Tropicais
Sazonalmente Secos - FATSS, sendo a maior extensdo de vegetacdo deste tipo no
mundo. Geograficamente se caracteriza pelo solo seco decorrente dos longos
periodos de estiagem, que confere condigcBes adversas as suas espécies vegetais,
gue estdo, na maior parte do tempo, desfolhadas, por este motivo 0 nome do bioma
gue se traduz do tupi, selva branca. As principais espécies endémicas da regiao estao
distribuidas em cerca de 950 géneros, com predominancia das plantas xeréfitas, que
de acordo com estudos da area botanica, se desenvolveram através de linhagens
antigas que se adaptaram as condicdes ambientais, adquirindo caracteristicas
préprias, predominando os arbustos de pequeno a médio porte, porém com ocorréncia
também de plantas suculentas e arbustos de grande porte (FERNANDES; QUEIROZ,
2018).

Cerca de 23% das espécies da caatinga se configuram como endémicas, sejam
elas nativas ou adaptadas e estdo distribuidas em trés biotas principalmente,

conforme indicado por Fernandes e Queiroz (2018):

...(I) a Caatinga do Cristalino, associada a solos com fertilidade moderada ou
elevada da Depressdo Sertaneja; e (II) a Caatinga Arenosa, associada a solos
arenosos profundos e de baixa fertiidade. Um terceiro grupo floristico é
representado pela Caatinga Arbdrea, que ocorre principalmente no norte de Minas

Gerais e centro-sul da Bahia e também na borda oriental da Chapada Diamantina.
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A flora da caatinga do cristalino, da qual faz parte a espécie utilizada neste
estudo, o angico (Anadenanthera colubrina), além da umburana-de-cheiro (Amburana
cearensis) e a aroeira (Myracrodruon urundeuva), compreende a maior parte deste
bioma, cerca de 70% de sua extensao, onde prevalecem, em sua maioria plantas nao
lenhosas, com destaque para a ocorréncia de ervas. Porém, por se tratar de ambiente
no qual o solo é préprio para o cultivo, € também a por¢cdo que mais sofreu com a
interferéncia humana, destinando o solo para a agricultura de subsisténcia
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

Ja na caatinga arenosa, destacam-se as plantas lenhosas de pequeno porte,
como a espécie Copaifera coriacea (copaiba), enquanto que na caatinga arborea, que
se limita ao norte do estado de Minas Gerais e parte da Chapada Diamantina, na
Bahia, devido a solos mais férteis se desenvolvem arbustos de portes maiores como
Cavanillesia umbellata (barriguda-lisa; Malvaceae) e Aralia warmingiana (Araliaceae).
Além disso, ainda encontram-se disseminadas pelo ambiente da caatinga espécies
adaptadas ao solo rochoso, como suculentas e cactos, com destaque para a férteis
se macambira-de-flecha (Encholirium spectabile; Bromeliaceae e o0 xique-xique
(Pilosocereus gounellei) e espécies aquaticas que sdo reconhecidas em rios e lagos
temporarios e se adaptaram para sobrevivéncia gerando espécies de bancos de
sementes como as familias Pontederiaceae, Nymphaeaceae, Hydrocharitaceae e
Cabombaceae (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

Culturalmente, o cenario do semiarido brasileiro, onde se insere a Caatinga,
serviu de pano de fundo para grandes obras literarias, como Vidas Secas, de
Graciliano Ramos, Os sertbes, de Euclides da Cunha e ainda nas varias obras de
Ariano Suassuna, onde € possivel identificar as varias dificuldades que o ambiente
oferece aqueles que estdo englobados neste contexto, a0 mesmo tempo em que se
destaca a riqueza cultural presente, colocando o sertanejo como protagonista de suas
proprias lutas. Entretanto, ainda nos dias atuais, existe uma correlagdo social entre a
Caatinga e a pobreza, a falta de recursos e a negligéncia com este bioma que na
verdade é rico em biodiversidade e possui grande potencial para aplicacdes diversas,
econdmicas inclusive, apresentando grande importancia para 0os povos inseridos em
seu territério (TABARELLI et al, 2018).

Como citado por Emilliano e Balliano (2019), as adversidades impostas pelo

ambiente, na verdade, contribuem para a disseminacdo de espécies ricas em
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metabdlitos secundarios que as auxiliam no processo de sobrevivéncia, o que as
tornam importantes ferramentas para aplicacéo tecnoldgica, sobretudo para a saude,
0 que envolve a producéo empirica de remédios caseiros. O desenvolvimento técnico-
cientifico dessas alternativas, a utilizacdo de espécies com fins praguicidas com
menos potencial agressivo a vida humana, na nutricdo como alimentos funcionais ou
como possiveis alternativas no combate a fome, como plantas forrageiras para uso
agropecuario, na construcdo e na geracdo de energia, o0 que pode possibilitar a
exploragdo consciente dessas espécies com o intuito de trazer desenvolvimento
sustentével a esta regido, conforme indicam Carneiro et al (2019).

As espécies com potencial medicinal, levantadas em estudos
etnofarmacolégicos dentro da denominada “Caatinga do cristalino”, destacam
principalmente as familias Fabaceae, Euphorbiaceae e Anacardiaceae, estas por sua
maior disponibilidade ambiental, fator que € preponderante para sua selecao pelas
populacdes que as utilizam (MEDEIROS et al, 2015), com destaque para a aplicacao
das espécies Myracrodruon urundeuva (aroeira), Amburana cearensis (umburana de
cheiro.), Triplaris gardneriana (pajeu), Anadenanthera colubrina (angico), Hymenaea
courbaril (jatoba), Bauhinia cheilantha (pata de vaca), Erythrina velutina (mulungu),
Mimosa tenuiflora (Jurema) e Anacardium occidentale L (cajueiro), sendo boa parte
destas utilizadas com finalidade antimicrobiana (PEREIRA JUNIOR et al, 2014;
CORREA, 2018; SALESSE, 2018).

Conforme mencionado por Gomes et al (2008), a principal porcao utilizada nos
remédios caseiros produzidos, a partir das espécies vegetais de uso medicinal é a
casca, ja que na maior parte do tempo estes exemplares estdo desfolhados, voltando
a apresentar a folhagem caracteristica nos periodos de maior incidéncia de chuva,
seguidos de frutos, raizes, folhas e flores. Os autores destacam ainda a participacao
dos mercados e feiras livres que comercializam essas plantas medicinais e orientam
sobre 0 seu uso de acordo com o conhecimento popular agregado, porém levantam a
necessidade de promover a coleta responsavel, de modo a promover uma extracao
sustentavel.

Promover o destaque das espécies que compdem a Caatinga pode influenciar
numa maior valorizacdo deste bioma, ja que como citado por Alves et al (2017), este
se configura como sendo o bioma com menor taxa de prote¢cdo ambiental do Brasil,

com menos de 2% de sua area sendo parte de unidades de conservacgao. Por este
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motivo se observam estudos das mais variadas areas, de modo a transpor barreiras
impostas pelo preconceito e pelas proprias dificuldades ambientais enfrentadas pelas
populacdes que vivem em seu entorno de modo a contribuir com a preservacéo e a

sustentabilidade.

2.3 A ESPECIE Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul

O Angico (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul) faz parte da

7

familia Fabaceae, que é uma das mais encontradas na Caatinga (FERNANDES,;
QUEIROZ, 2018). A espécie ainda esta entre as vinte com maior valor de importancia
relativa de toda a Regido Nordeste, o que demonstra a sua importancia para as
comunidades que a utilizam (MAGALHAES, 2020). Podem ser identificados estudos
na literatura com as sinonimias Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan,
Piptadenia macrocarpa Benth., Acacia colubrina (Vell.) Mart. e Acacia cebil Griseb. Se
caracteriza pelo porte arbustivo a arboreo podendo chegar a até 25 m de altura, de
acordo com Nascimento, Bispo e Dantas (2018), que descrevem suas principais

caracteristicas botanicas, visualizadas na figura 1:

Ramificagdo cimosa, dicotdbmica, com copa geralmente estreita e eliptica, com
ramos lenticelados, pubescentes a glabrescentes e seu tronco apresenta projecfes
conicas da periderme. As folhas sdo compostas, oblongas, alternas e paripinadas,
com pinas de aproximadamente 15-20 (ou mais) pares de foliélulos opostos de 4-6
mm, com raque pubescente, ambas superficies glabras, apice agudo a obtuso e
base assimétrica. As flores sdo de formato tubular curto, hermafroditas, com
estames numerosos (polisttmone), estilete filiforme, que juntos Ihes conferem
aspecto de pincel e encontram-se reunidas em inflorescéncias do tipo glomérulo
alvos, com cerca de 3 mm; anteras com glandulas sésseis e caducas. O fruto é do
tipo foliculo achatado, podendo ter de 17 a 21 cm de comprimento, plano, linear,
reto ou ligeiramente arqueado, uniloculares e falsamente septados que, quando
atingem a maturidade adquirem coloragdo marrom escuro. As sementes, de até 15
mm de comprimento, de 5 a 15 por fruto, sdo relativamente pequenas, sendo estas
exalbuminosas e achatadas, com tegumento marrom escurecido.
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Figura 1 - Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul (Angico), municipio de Sao Caetano-

Fonte: A autora (2021)

O género Anadenanthera pertence a subfamilia Mimosoideae da familia
Fabaceae e é composto por apenas duas espécies, Anadenanthera peregrina (L.)
Speg. e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan da qual faz parte a variagdo cebil
(Griseb) Altschul, cuja diferenciacdo se da principalmente pela localizacao geografica
distinta, sendo a primeira mais identificada nas regides centro-oeste, Sudeste e Sul,
enquanto a segunda é endémica da Regido Nordeste (ARAUJO, 2018). A espécie
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul é rica em metabdlitos
secundarios, sendo sua casca a parte mais utilizada com fins medicinais, com alta
concentracdo de alcalbides e taninos, sendo uma das dez espécies endémicas da
Caatinga com maior contetdo tanico (ARAUJO, 2008), composicdo esta que sofre
alteracbes sazonais, estando em maior quantidade nos periodos de indices
pluviométricos menores (AIRES, 2017). Além disso, destaca-se ainda a presenca de
flavonoides, saponinas, antraquinonas, terpenos e glicosideos cardiotbnicos, em
menor concentracdo. Tal composicao esta relacionada com sua aplicacdo medicinal
como antioxidante, anti-inflamatoria e cicatrizante (SILVA; AGUIAR; FREITAS, 2020).
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2.3.1 Aplicagdes bioldgicas

O angico, Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul, possui citacao
em diversos estudos etnofarmacoldgicos e como mencionado anteriormente, figura
entre as principais espécies com alta importancia relativa para os povos que estao
geograficamente localizados no entorno de sua ocorréncia (MAGALHAES, 2020). A
partir desses estudos, destaca-se, seu uso popular como alternativa natural de acao
anti-inflamatoria e antimicrobiana, principalmente (LIMA et al, 2020), além do uso para
afeccBes estomacais diversas, no uso tépico para a recuperacdo de feridas, em
tratamentos ginecoldgicos e alteracdes a nivel respiratorio (SALVADOR et al, 2017).

Estudos também trabalham na elucidacdo dessas atividades observadas
empiricamente, onde espera-se que tais efeitos estejam ligados a composicdo
fitoquimica da espécie, cuja disposicdo de metabdlitos secundarios, segundo a
literatura, sera abordada na secdo 2.3.2. Lima et al (2020) identificaram em seu
estudo, efeito o anti-inflamatério do angico, ao demonstrarem que a aplicacdo do
extrato hidroalcoolico em edema induzido em ratos, foi capaz de reduzir a extensao
do edema em comparacao com o grupo controle, ao passo em que observaram efeito
antifangico contra cepas padrdo de varias espécies de Candida.

A espécie também ¢é referenciada como possivel para uso em afeccdes
odontoldgicas, principalmente aquelas onde se espera combater infeccdes e acelerar
processos de cicatrizacdo (GOMES et al, 2020). Santos (2020) indicou com seu
estudo em ratos, que o uso do extrato de angico incorporado a uma pasta para
aplicacdo odontoldgica, levou a resultados muito similares, quando utilizado, para o
mesmo fim, pasta a base de antimicrobiano de conhecida utilizacdo clinica,
favorecendo a recuperagcdo ao mesmo tempo em que protege o tecido lesado, o que
também corrobora com os estudos que levantam essa espécie enquanto potencial
antimicrobiana e cicatrizante.

Entretanto, apesar de ser largamente utilizada, considerando o conhecimento
popular, esta espécie também €& mencionada como toxica em estudos
etnofarmacoldgicos, principalmente para mulheres durante a gestacdo, sendo
reconhecida pela populagdo como nao indicada durante a gravidez devido relatos de
ocorréncia de abortos e por seguranca também a ser evitada no puerpério (NUNES;

SILVA, 2021). Sendo assim, mostra-se necessario identificar seu perfil de toxicidade,
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considerando que estudos que utilizam como metodologia de investigacao a Artemia
salina encontraram resultados de toxicidade consideraveis (WEBER, 2011; SILVA;
AGUIAR; FREITAS, 2020).

2.3.2 Metabdlitos secundarios presentes na espécie

Na espécie em estudo, Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul, os
terpendides estdo entre as trés principais moléculas encontradas em seus estudos
fitoquimicos, juntamente com os compostos fendlicos e alcaldides, o que explica a
sensacao de ardéncia nos olhos quando manipulada fresca, visto que os primeiros
mencionados sdo constituintes volateis, cuja caracterizacdo quimica consiste, de
modo geral, em hidrocarbonetos que podem se organizar como monoterpenos (10C),
sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C) ou triterpenos (30C), principalmente (figura 2)
(FELIPE et al, 2017). Tais constituintes conferem protecdo contra patdgenos e
predadores, auxiliam na germinacdo e reduzem o estresse oxidativo. Quando
utilizados de forma medicinal possuem aplicagdes diversas, dentre elas a agao contra
microrganismos, tanto bactérias quanto fungos (DE MENEZES FILHO, 2020).

Figura 2 - Estruturas quimicas fundamentais dos metabdlitos secundarios: Terpenos

NN S G

(A) Monoterpeno; (B) Sesquiterpeno; (C) Triterpeno; (D) Tetraterpeno. Fonte: MOREIRA (2013)

Encontradas na espécie em menor concentracdo, as saponinas, se

caracterizam como compostos de carater anfifilico, ou seja, parte lipofilica e parte
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hidrofilica, propriedade que faz com que tenham acdo detergente e emulsificante,
liberando grande quantidade de espuma quando em solucdo aquosa. Além disso,
podem apresentar alta atividade hemolitica, por interacdo com membranas e sua
desorganizacdo e de complexacdo com esteroides, podendo, devido a isto
apresentarem atividade antifangica. Como antibacterianos agem principalmente por
mecanismo de extravasamento de conteudo celular, conforme indicado por Lira et al
(2020).

As saponinas podem ser classificadas como &cidas, basicas ou neutras,
podendo ser ainda consideradas esteroides ou terpénicas a depender de seu nucleo
fundamental. A aplicacdo das saponinas a nivel medicinal ainda € bastante limitada,
sendo mais utilizadas a nivel cosmético como tensoativos naturais e produtos de
higiene em geral, principalmente voltado para criangas, devido seu baixo potencial
toxico e alergénico. Sua estrutura geralmente compreende uma macromolécula
glicosidica ou um triterpeno policiclico, como € possivel identificar na figura 3
(SIMOES et al, 2017).

Figura 3 - Estruturas quimicas fundamentais dos metabdlitos secundéarios: Saponinas
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(A)Espirostano: Nucleo basico as saponinas esteroides; (B) Lupeol: Nucleo basico das saponinas
triterpénicas. Fonte: SIMOES et al (2017)
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As antraguinonas, por sua vez, S80 0 grupo mais numeroso das quinonas,
compostos organicos considerados produtos da oxidacdo de fendis, mencionadas
historicamente como fontes de corantes naturais e nas plantas que as produzem estao
associadas a defesa de patégenos e com potencial alelopatico, evitando que espécies
vegetais competidoras germinem em seu entorno. Enquanto a finalidade medicinal
sdo associadas a efeito antifungico, bactericida e repelente (MOREIRA, 2006;
SIMOES et al, 2017). Tais atividades estdo relacionadas a sua estrutura quimica
guinoide de alta reatividade, possuindo a capacidade de interagir principalmente com
sistemas redox, atuando como carreadoras de elétrons em processos metabdlicos
diversos, possuindo estrutura basica referente a O-glicosideos ou C-glicosideos,
conforme indicado na figura 4 (SIMOES et al, 2017).

Figura 4 - Estrutura quimica fundamental dos metabdlitos secundarios: Antraquinona
O

Fonte: SIMOES et al (2017)

A disposicéo de glicosideos cardiotbnicos, esteréides com aplicacéo clinica na
insuficiéncia cardiaca, pode incorporar esta espécie em estudos com esta finalidade,
considerando que farmacos de uso comercial com efeito inotrépico, como a digoxina,
sdo de origem vegetal. Entretanto, pesquisas com tais alternativas acabam
desencorajadas, devido ao baixo indice terapéutico apresentado, necessitando-se de
doses com muita proximidade entre efeito terapéutico e toxicidade (SIMOES et al,
2017). Seu mecanismo de acao, nestes casos, esta associado a uma inibicdo da
bomba de Na*/ K*/ ATPase no musculo cardiaco, podendo alterar o ritmo cardiaco de
forma desregulada, causando arritmias. Atividade relacionada a sua estrutura, que
compde uma porcao glicosidica, que lhe confere solubilidade, um ndcleo esteroidal

conjunto a um anel lactbnico de alta afinidade com a proteina receptora, como é
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possivel identificar na estrutura da digoxina, glicosideo utilizado na pratica clinica na
insuficiéncia cardiaca (figura 5) (SIMOES et al, 2017; MOTHEO, 2020).

Figura 5 - Estrutura quimica fundamental dos metabdlitos secundarios: Glicosideos cardioténicos
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Fonte: SIMOES et al (2017)

Os alcaldides, presentes na espécie, estdo dispostos mais abundantemente
em suas sementes, principalmente a bufotenina, alcaloide inddlico também
encontrado em espécies animais, como sapos pertencentes a familia Bufonidae e que
apresenta propriedades alucindgenas (SA, 2018), destacada na figura 6. Além disso,
o alcaloide também esta presente em estudos com possibilidade de uso como
antinociceptivo, conforme citado por Mendes (2019) em doses baixas, sendo um
composto com aplicacdo potencial na analgesia. Tais caracteristicas, que interferem
na modulac&o nervosa, ocorre devido ao fato de possuirem estrutura quimica bastante
semelhante aos neurotransmissores endégenos, podendo, portanto, interferir no
processo de neurotransmissdo com efeito dose-dependente associado (SIMOES et
al, 2017). Além disso, esta classe de metabdlitos secundarios ainda possui atividade
antimicrobiana, estando relacionada a interferéncia entre parede celular e DNA
microbiano, podendo agir tanto de forma bacteriostéatica, quanto bactericida (LIRA et
al, 2020).
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Figura 6 - Estrutura quimica fundamental dos metabolitos secundarios: Alcaléides inddlico (Bufotenina)
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Fonte: SIMOES et al (2017)

A maior concentracdo de metabdlitos nas cascas do caule da espécie
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul, diz respeito a presenca de
taninos, Uteis para a defesa das espécies nas quais sua ocorréncia é identificada,
reduzindo a sua degradacéo e impedindo a disseminacdo de organismos nocivos, tais
como fungos, bactérias e parasitas de modo geral, além de afastar herbivoros, visto
caracteristica adstringente e sabor amargo. Tais metabdlitos sdo polifendis
hidrossoltuveis, agrupados em condensados e hidrolisaveis, sendo ambos
encontrados na espécie (SIMOES et al. 2017). Suas principais caracteristicas podem

ser visualizadas na figura 7 e sdo elencadas por Simdes et al (2017):

Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por um poliol central, em geral B-D-
glicose, cujas hidroxilas sé@o esterificadas com o &cido galico (4cido 3,4,5-tri-
hidroxibenzoico), formado na via do chiguimato. Os taninos condensados séo
oligbmeros e polimeros formados pela policondensac¢éo de duas ou mais unidades
flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa classe de taninos também é denominada de
proantocianidinas, devido ao fato de taninos condensados produzirem pigmentos
avermelhados da classe das antocianidinas.

A atividade bioldgica dos taninos se deve, principalmente, a capacidade de
formar complexos com ions, moléculas e macromoléculas, tais como as proteinas,
sendo Uteis no processo de cicatrizacao, auxiliando a formagcdo de uma barreira
protetora e com potencial antimicrobiano. Oferecem ainda um efeito de sequestro de
radicais livres, sendo potentes antioxidantes, sendo mencionados na literatura como
possiveis alternativas para reducdo da cadeia de estresse oxidativo que serve de
gatilho para varias desordens, que vao desde doencas cardiovasculares,
inflamatorias, imunoldgicas, neurodegenerativas e até mesmo o cancer (SILVA;
AGUIAR; FREITAS, 2020).
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Figura 7: Representacgdo estrutural geral de taninos condensados e hidrolisaveis
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(A) Representacéo estrutural geral de taninos condensados. (B) Representacédo estrutural geral de
taninos hidrolisaveis. Fonte: DIAS et al (2014)

Também estéo representados na espécie, tanto em suas folhas quanto em seu
caule, os flavonoides, que também séo polifendis e apresentam atividades tanto nas
espécies onde ocorrem quanto aplicadas de modo medicinal, referente a protecéo
contra patdgenos diversos, incluindo os fungos e as bactérias, além de virus e insetos;
fotoprotecdo e acdo antioxidante, principalmente, atuando também como anti-
inflamatorios, mediante modulacdo enzimatica. S&o compostos triciclicos com
disposicdo de 15 atomos, cuja estrutura fundamental esta representada na figura 8, e
gue podem também ser aliados no tratamento de feridas e lesdes diversas, seja de

forma topica ou sistémica (SIMOES et al, 2017).

Figura 8: Estrutura quimica fundamental dos metabdlitos secundéarios: Flavonoides

Fonte: SIMOES et al (2017)
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A utilizacdo de produtos naturais e seus extratos, pode proporcionar
mecanismos diferentes agindo de modo concomitante, sendo aliados no controle de
enfermidades diversas. Os compostos fendlicos, particularmente, tém apresentado
resultados promissores contra espécies bacterianas de alta patogenicidade, como € o
caso do Staphylococcus aureus, responsavel por infeccbes oportunistas, com
colonizacao e formacao de biofilme em préteses, lesdes e procedimentos cirlrgicos,
sendo uma das espécies mais associadas a infec¢cdo cruzada nos ambientes
hospitalares e na assisténcia a saude, de modo geral. Dentro deste contexto, 0s
compostos fendlicos, podem impedir a formagcdo de biofilmes, por reducédo da
motilidade desse e outros microrganismos, por perda de densidade (devido inibicdo
de mecanismo de sinalizacdo através das acil-homoserina lactonas) e até mesmo
através da quebra de peptideoglicanos (formadores das paredes bacterianas),
levando a inviabilizacao do patégeno (MARTINS et al, 2020).

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA

A ocorréncia da multirresisténcia bacteriana esta ligada a diversos fatores,
podendo haver interferéncia ambiental ou mesmo por questbes inerentes aos
microrganismos, que possuem mecanismos de sobrevivéncia/adaptacéo. Freitas et al
(2020) descrevem alguns dos mecanismos pelos quais 0s microrganismos exercem
resisténcia aos antimicrobianos, podendo ocorrer a inativacao por acdo enziméatica (a
exemplo da producdo de beta lactamase, que inviabilizam uma classe inteira de
antimicrobianos, os beta lactamicos); por modificacdo do sitio alvo (levando a um
impedimento da ligacdo do antimicrobiano e assim o seu efeito, seja de forma
individual ou por conjugacédo com outras cepas); por reducéo da permeabilidade (por
reducédo da expressao de porinas ou sua substituicdo por canais de maior seletividade)
e por disposicao de bombas de efluxo (que removem o antimicrobiano impedindo sua
acao).

A este fato esta associado ndo apenas as estratégias de sobrevivéncia das
cepas bacterianas, sendo também mencionado o agravante que diz respeito ao uso
indiscriminado dos antimicrobianos, seja pela automedicacgao, sob falta de orientagcao
profissional, seja por diagnéstico incorreto, sobretudo quando aplicados tais

medicamentos em quadros virais ou a ndo utilizagédo de meios confirmatorios acerca
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do patdgeno associado ao quadro de infec¢do, assim como sua sensibilidade. Sendo
necessario um melhor direcionamento da terapia e promovendo o uso racional, com
acompanhamento adequado, adesdo ao esquema terapéutico e de-escalonamento de
drogas ineficientes de forma guiada, colaborando para a recuperacao do paciente,
com o minimo de agravamentos (HECKLER; HANN, 2020).

Ramos-Castafieda et al (2018) e Jernigan et al (2020) destacam alguns dos
principais microrganismos resistentes, que aumentam a complexidade do cuidado aos
pacientes infectados: (1) MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina),
cepas que na maioria das vezes respondem ao tratamento antimicrobiano, porém
demandam periodos maiores para total remissdo, ocasionando em aumento do tempo
de internacdo do paciente, que acaba ficando exposto no ambiente hospitalar a
coinfeccdo por outros patdgenos, o que pode evoluir com piora significativa e
abordagem por antibiéticos mudltiplos; (2) Microrganismos produtores de beta
lactamase de espectro estendido (ESBL), enzima que degrada o anel beta-lactamico
(grupo farmacoférico dos antibidticos beta lactamicos), que se configuram como a
classe com a maior quantidade de antimicrobianos, o que pode desfavorecer a
possibilidade de utilizacdo de grande arsenal terapéutico; (3) KPC (Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase), microrganismo associado principalmente
a quadros de pneumonia nosocomial de dificil tratamento que produz enzima que
inviabiliza o tratamento com os antibiéticos carbapenémicos, estes que costumam ser
0 ultimo recurso para o tratamento de infecgbes graves por microrganismos gram
negativos.

Os antimicrobianos sao aplicados de acordo com o seu espectro de acéo, que
€ influenciado tanto pela caracteristica quimica da molécula, quanto pela
caracteristica do microrganismo propriamente dito, visto que as bactérias gram
negativas se diferem das gram positivas, onde as primeiras possuem um revestimento
gue dificulta a interferéncia por alguns dos antibiéticos aplicados na pratica clinica,
além do desenvolvimento de resisténcia que ocorre em algumas espécies com mais
facilidade, como as citadas anteriormente (RAMOS-CASTANEDA et al, 2018).

Os principais antimicrobianos e seus mecanismos de acao estdo descritos a
seguir, segundo Guimardes, Momesso e Pupo (2010): (a) Beta lactamicos, que
interferem na sintese da parede bacteriana por meio de interferéncia na enzima

transpeptidase (responsavel por formar as paredes de peptideoglicano das paredes



36

celulares), seus principais representantes sdo as penicilinas e as cefalosporinas. Sdo
Uteis tanto quanto gram positivos quanto gram negativos, sendo a principal estratégia
de resisténcia, a producdo de enzimas nucleofilicas pelos microrganismos que
degradam seu grupo farmacoférico, o anel beta lactamico; (b) os Aminoglicosideos,
representados pela estreptomicina, classe da qual também faz parte a gentamicina,
se ligam aos ribossomos e impedem sua movimentacdo ao longo do MRNA,
impedindo a sintese proteica, agindo como bactericida. Sdo mais indicados para o
tratamento de infec¢des por patdgenos gram negativos, mas em geral, possuem
amplo espectro podendo estender a acdo também aos gram positivos. O principal
mecanismo de resisténcia também se da devido a producéo de enzimas degradantes
pelos microrganismos; (c) os Macrolideos, representados pela eritromicina, atuam por
inibicdo da sintese proteica por ligacdo ao RNA ribossomal, sendo a resisténcia
adquirida mais comumente por modificacdes no alvo e efluxo, tais caracteristicas
gerais também apresentadas pelas (d) Lincosamidas, representadas pela
clindamicina. Sendo os primeiros ativos principalmente contra patégenos causadores
de infeccBes respiratorias; (e) as Tetraciclinas também possuem amplo espectro de
acdo e mecanismo de resisténcia semelhante aos aminoglicosideos. enquanto que 0s
() Glicopeptideos, como a vancomicina e teicoplanina figuram entre o0s
antimicrobianos mais utilizados para cepas de gram positivos multirresistentes, agindo
na inibicdo da biossintese da parede bacteriana e com desenvolvimento de resisténcia
mais lento do que nas demais classes.

Dentro deste contexto, entretanto, Gongalves-Belo (2017) destaca que devido
a dificuldade na sintetizacdo de novos antibidticos e na crescente ocorréncia de
multirresisténcia pelos microrganismos, € possivel investir em estratégias, como
alternativas adjuvantes. Utilizando mecanismos que auxiliem seja no impedimento na
degradacéao, seja no aumento da poténcia de acao do medicamento, o tornando mais
eficaz contra esses microrganismos. Porém, é necessario em conjunto a isto
proporcionar uma melhora de foco em educacdo em saude, assim como implementar
medidas regulatorias, de modo a prover um maior controle do uso inadvertido desses
medicamentos (SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018).

Sob esta perspectiva, 0s compostos de origem natural, conforme mencionado
por Amorim et al (2020), podem ser utilizados como estratégia de reversao do quadro

de resisténcia, visto que podem modular os eventos ocorrentes, mediante regulacao
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e/ou alteragcdo do metabolismo bacteriano e/ou desestabilizacdo das membranas
celulares, de modo a facilitar a acdo do antimicrobiano, podendo, portanto, agir como
adjuvantes aos antibioticos. Desta forma, estudos que utilizam técnicas para identificar
sinergismo, tém ganhado espaco, considerando-se a importancia de identificar
alternativas para correcao deste problema, visto que a exposicao a cepas resistentes
aumenta a probabilidade de morbimortalidade dos pacientes, além de aumentar o

tempo de internacéo e os custos hospitalares.

2.4.1 Principais microrganismos envolvidos em infeccbes de feridas e suas

caracteristicas

Conforme descrito por Suarato; Bertorelli e Athanassiou (2018), a pele se
configura como sendo a primeira barreira protetora do nosso organismo, conferindo
defesa contra varios interferentes externos, além de possuir terminacdes nervosas
especializadas para a percepcdo da dor, sendo mecanismo de defesa contra a
ocorréncia de lesdes de modo geral. As feridas sao rupturas, descontinuidades em
quaisquer tecidos biologicos, ndo apenas na pele, gerando injuria e ativando
processos inflamatorios e imunoldgicos para que o reparo ocorra e a barreira volte a
se tornar efetiva.

Conhecer as etapas que ocorrem até essa recuperacao € imprescindivel para
gue se possa trabalhar em alternativas terapéuticas com essa finalidade. Suarato;

Bertorelli e Athanassiou (2018) descrevem cada uma dessas etapas:

O processo de cura pode ser dividido nos seguintes estagios sobrepostos:
homeostase, inflamacéo, proliferacéo e remodelacdo. A homeostase é a resposta
imediata do corpo a uma leséo, a fim de interromper a perda de sangue no local da
ferida, por meio de redes de fibrina como barreiras temporérias. A inflamacéo (de
24 h a 4-6 dias) é mediada por neutréfilos e macréfagos, que varrem o leito da ferida
de particulas estranhas e fragmentos de tecido. Citocinas e enzimas séo liberadas
para estimular fibroblastos e miofibroblastos, enquanto o exsudato da ferida fornece
a umidade essencial para a recuperacdo. Na fase de proliferagcdo ocorre a
epitelizagdo e o tecido de granulacdo neoformado comeca a preencher a area da
ferida, produzindo nova matriz extracelular (MEC). Finalmente, durante a fase de
remodelagdo, a reticulacdo a base de colageno é responsavel pela formacgao de
uma rede tridimensional compacta, aumentando a resisténcia a tragdo do novo
tecido.

Um dos maiores desafios, entretanto, quando se trata de feridas, independente
do seu grau de complexidade, é a ocorréncia de contaminacgdes, principalmente pelos

chamados microrganismos oportunistas, considerando que a lesdo da barreira
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cuténea pode favorecer que a propria microbiota, isto €, 0s microrganismos que fazem
parte naturalmente do tecido no entorno do ferimento, tenham acesso ao leito da
ferida, além de retardar o processo de recuperacdo e possibilitar infeccbes mais
graves quando ha acesso a corrente sanguinea (KIRKETERP-M@LLER; STEWART,
BJARNSHOLT, 2020).

Essas infec¢cdes podem atingir outros 6rgdos, além do risco de necrose
tecidual, trazendo um potencial incapacitante, sobretudo nas feridas crénicas, como
ocorre em pacientes diabéticos ou portadores de Ulceras por pressao, principalmente,
onde esses pacientes acabam necessitando de procedimentos invasivos constantes
e em uso de curativos que no longo prazo acabam lesionando o tecido a cada nova
intervencdo (KIRKETERP-M@LLER; STEWART; BJARNSHOLT, 2020).

Dentre os principais patdgenos associados as infec¢fes de feridas com alta
prevaléncia, associados a extensa morbimortalidade estdo Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, o primeiro por fazer parte da microbiota da pele, se
caracterizando como oportunista e o segundo por sua disposicdo ambiental, sendo
este Ultimo o principal responsavel pelas infecgcBes que levam a quadro de sepse
dentro do ambiente hospitalar, estando associada inclusive com o desenvolvimento
de pneumonia nosocomial pela contaminacéo cruzada em tecidos do proprio paciente,
bem como através das maos dos profissionais da salde, visto que a higiene das méos
ineficiente continua sendo, nos tempos atuais, um dos principais fatores de risco para
infeccbes graves na assisténcia a saude (HOTTERBEEKX et al, 2017).

O Staphylococcus aureus, microrganismo presente em infeccfes de pele e
tecidos moles, endocardites, infeccdes de proteses e dispositivos com grande
atividade de formacao de biofilmes, faz parte da microbiota humana, principalmente
colonizando pele e mucosas, sobretudo na area nasal. Se comporta como oportunista,
motivo pelo qual esta envolvido na infeccdo também de feridas, gerando infeccdes
gue tém potencial para impactar na morbimortalidade, sobretudo nos ambientes
hospitalares (PINTO, 2016). E um organismo esférico ndo formador de esporos e néo
movel que se divide em mais de um plano formando cachos irregulares em forma de
uva. E facultativamente anaerdbio, catalase positivo, oxidase-negativo e pode crescer
em NaCl a 10% (FOSTER; GEOGHEGAN, 2015).

A alta viruléncia associada as cepas de Staphylococcus aureus esta

diretamente relacionada a sua capacidade de adesao, multiplicacdo e disseminacéo
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nos tecidos, além de realizar sintese de toxinas e enzimas, moléculas de alto potencial
patogénico. Junto a isto destaca-se a incidéncia de espécies resistentes, 0s
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), que foram bastante
disseminados no ambientes hospitalares, a partir da década de 1970, logo apds o
inicio da utilizagdo da meticilina como estratégia terapéutica, limitando o tratamento
desta variacdo aos antibioticos glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina,
dos quais ja possuem cepas também resistentes, os Staphylococcus aureus
resistentes a Vancomicina (VRSA), estas que foram encontradas pela primeira vez no
Brasil nos anos 2000 e relatadas pela primeira vez no mundo em 1997, a partir de
semeio de cepas de ferida cirdrgica (SANTOS et al, 2007).

O desenvolvimento de resisténcia dos Staphylococcus aureus esta associado
a mutacdes genéticas por meio de aquisicdo de genes de resisténcia da mesma
espécie ou até mesmo de outras espécies, atravées de plasmideos e transposons, 0
gue na maior parte das vezes leva a uma inativacdo de diversas drogas, sendo
também associado a grande ocorréncia de enzimas que degradam as moléculas dos
antibidticos. Este comportamento acaba gerando um grande desafio para o controle
destas cepas, ja que de modo geral, 0 uso dos antimicrobianos da classe dos betas
lactamicos sdo Uteis no tratamento deste patdgeno, porém acabam por auxiliar no
aumento da ocorréncia dos MRSA e VRSA, estreitando as possibilidades terapéuticas
(SANTOS et al, 2007).

Outras trés espécies de bactérias classificadas como cocos gram positivos
também possuem alta incidéncia sobre a ocorréncia de infec¢des associadas a lesdes
cutaneas, os Enterococcus faecalis e os Staphylococcus epidermidis. A primeira é
associada principalmente a casos de infeccdo cruzada ou contaminacdo durante o
processo de assisténcia, visto serem parte da microbiota digestiva humana. Sao
organismos aerobios, facultativos e também apresentam cepas resistentes a
vancomicina, por problematica associada ao uso indiscriminado dos beta lactamicos,
assim como ocorre com o0s MRSA (BEGANOVIC, 2018). O Staphylococcus
epidermidis, por sua vez, se caracteriza como uma bactéria de tipo coagulase
negativa, que coloniza a pele normalmente e pode ter um papel de defesa, inibindo a
disseminacgdo de outros microrganismos, além de promover uma redu¢ao no processo
inflamatorio da pele (NAKATSUJI, 2018).
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Dentre 0s microrganismos gram negativos envolvidos nas infec¢des em feridas,
destacam-se Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis. A espécie Pseudomonas aeruginosa € uma das maiores causas de
morbimortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Se caracteriza
como bacilo ndo fermentador, de carater ubiquo, o que potencializa a problematica
associada, visto que por ser encontrada facilmente no solo, na agua e nos seres vivos
em geral, aumenta a possibilidade de contaminacdes que levem a infecc¢des, inclusive
infecgdes graves, com potencial para desenvolvimento de bacteremia e septicemia
(PANG et al, 2019).

Quando encontrados casos de resisténcia a Pseudomonas aeruginosa, estas
englobam antibiéticos das mais variadas classes, possuindo resisténcia intrinseca
com permeabilidade da membrana externa restrita, sistemas de efluxo que bombeiam
antibidticos para fora da célula e producdo de enzimas inativadoras de antibi6ticos
(PANG et al, 2019). O mesmo ocorre com a espécie Proteus mirabilis, que também
possui carater ubiquo, sendo um contaminante importante na assisténcia a saude,
estando principalmente relacionados a infec¢cdes por formacdo de biofilme em
dispositivos, como cateteres e sondas, aumentando a vulnerabilidade do paciente
guando internado em unidades de saude, favorecendo a contaminacao cruzada, o que
coloca em risco outros pacientes, considerando ainda a maior gravidade em pacientes
imunocomprometidos (AMBRUSTER, MOBLEY & PEARSON).

A Escherichia coli, por sua vez, possui forma de bastonete, com ou sem
flagelos, comportando-se como aerébia facultativa. Esta presente na microbiota do
trato gastrointestinal humano, estando relacionada principalmente a contaminacdes
ambientais, onde pode ser utilizada como parametro para identificar contaminacgao
fecal na agua, assim como nas contaminacfes associadas ao cuidado. As cepas
afetam principalmente o trato urinario, além do proprio trato gastrintestinal. Sendo
assim, quando identificadas em feridas, na maioria das vezes, sao associadas a
transmissao durante a manipula¢ao (JANG et al, 2017).

O fato de estar presente no trato gastrintestinal faz com que essas bactérias
tenham contato com varios antimicrobianos ao longo da vida de um individuo, o que
favorece a resisténcia a multiplas drogas, incorrendo em grandes riscos ao paciente,
sobretudo do desenvolvimento de septicemia (JANG et al, 2017). Tais caracteristicas

também se aplicam a Klebsiella pneumoniae que esta entre os trés principais agentes
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causadores de morte neonatal, e € também, uma das espécies com maior potencial
de resisténcia, estimando-se que ha grande possibilidade de haver cepas, inclusive,
resistentes a todos os antibidticos disponiveis (WYRES, LAM & HOLT, 2020).

2.5 TIPOS DE COBERTURA PARA CURATIVOS E ESTRATEGIAS NOS
TRATAMENTOS DE FERIDAS

As estratégias de tratamento atualmente identificadas, seja a nivel
ambulatorial, domiciliar ou hospitalar, levam em consideracdo 0S processos
fisioldgicos associados ao reparo de feridas, de modo a contribuir com a recuperacéo
e influenciar positivamente em cada uma das etapas envolvidas na cicatrizacdo. Os
curativos sédo desenvolvidos com intuito de aplicacdo tépica/local e abrangem diversas
formas farmacéuticas, como pomadas, géis, filmes e coberturas, que podem ter ativos
incorporados que aceleram 0 processo ao passo gue impedem o desenvolvimento
bacteriano, mantém a umidade regulada, assim como promove controle térmico, reduz
a disposicdo de interferentes e corpos estranhos e remove tecido necrético. Essa
remocdo, entretanto, pode necessitar de intervencéo cirargica, considerando que a
necrose tecidual pode alavancar cascatas que ativam mais necrose e, portanto,
impede o desenvolvimento do tecido saudavel (BLANES, 2004).

Dentro deste contexto existe a dificuldade sobre esses métodos, que podem
apresentar alto custo ou serem pouco eficientes, visto que aqueles que se configuram
como boa barreira para manter o leito da ferida livre de infecces, pode apresentar
dificil remocédo e acabam por lesionar a ferida a cada troca, fazendo com que o
paciente incorra em novas injdrias e no impedimento do desenvolvimento do tecido
ainda fragilizado (PARK et al, 2020)

Segundo Park et al (2020) o ideal seria a aplicacdo de curativos que tenham
adesao com a producao do exsudato ao passo que reduz a exsudacgao excessiva e
se desprende do tecido sem necessidade de forga mecéanica, tecnologias
desenvolvidas por pesquisadores, porém com pouca aplicacao pratica devido ao alto
custo agregado, no que se pode classificar como curativos inteligentes.

Para minimizar as lesbes a cada troca de curativos existem orientacoes a
serem seguidas, preconizadas pela Agency for Health Care Policy and Research

(AHCPR), cujo principal intuito € manter o leito da ferida livre de contaminag¢des com
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a minimizacado de danos ao tecido em formacéo, utilizando irrigagdo com solugdes
neutras, mantendo-se a monitorizacdo de possiveis focos de necrose tecidual, para
avaliacdo de necessidade de desbridamento, isto €, a remocéao do tecido desvitalizado
ou necrotico, assim como possiveis corpos estranhos que prejudiquem a recuperacao,

conforme citado por Blanes (2004), que complementa:

Existem diversos métodos de desbridamento, cujas indicacdes, contra indicacées,
vantagens e desvantagens devem ser conhecidas para ser tomada a decisdo mais
adequada as necessidades do paciente. Destaca-se o desbridamento autolitico
(processo que utiliza os préprios leucécitos e enzimas para a degradacao do tecido
necrotico, é seletivo, confortavel, porém lento, e para que ele ocorra é necessario a
manutengdo do meio Umido); desbridamento enzimatico ou quimico (envolve a
utiizacdo de enzimas proteoliticas que estimulam a degradagdo do tecido
desvitalizado, é seletivo e pouco agressivo; é necessario a manutencdo do meio
Umido); desbridamento mecénico (consiste na remocao dos tecidos desvitalizados
com o uso da forca fisica como na friccdo com gazes ou esponja, ou remoc¢ao de
gazes secas, porém previamente aderidas na lesao) e desbridamento cirargico /
instrumental (realizado com tesoura ou lamina de bisturi, dependendo da lesédo e
condicdes do paciente pode ser feita a beira do leito, ambulatério ou centro cirlrgico;
é considerado o método mais eficaz por remover extensas areas em curto tempo,
pode ter complica¢cdes como dor ou sangramento).

Outra estratégia que vem ganhando forca e que tem apresentado boa
aplicabilidade é a engenharia de tecidos, com producdo de pele sintética ou a
utilizacdo de estruturas biocompativeis para auxilio na recuperacao e protecéo do leito
da ferida favorecendo a recuperacédo dos pacientes que sofrem com feridas crénicas
ou com queimaduras, como € o caso da utilizacdo da pele de tilapia, metodologia
desenvolvida no Brasil (LIMA JUNIOR, 2017), além da aplicagdo de produtos
biodegradaveis com possibilidade de reducdo de exsudato, promocao de barreira
protetora e atividade antimicrobiana associada, como é o caso da aplicacdo de
biopolimeros, como a quitosana, que possibilitam a incorporacdo de ativos, sejam
naturais, sejam sintéticos, que possam auxiliar na recuperacdo com o minimo de
prejuizo ao tecido em desenvolvimento. (SUARATO; BERTORELLI; ATHANASSIOU,
2018).

Os biopolimeros quando aplicados a coberturas para feridas, seja em forma de
gel ou filme, se assemelham aos curativos de tipo hidrocoloide e hidrogel. As
coberturas de tipo hidrocoloide consistem em curativos que em seu interior possuem
filme de carboximetilcelulose sddica, pectina e gelatina (mais frequente) e por fora
cobertura com espuma, geralmente a base de poliuretano. Esses materiais agem

promovendo a angiogénese e o desbridamento autolitico, além de acelerar o processo
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de granulacdo tecidual, enquanto mantém o leito da ferida livre de contaminacgdes,
curativos deste tipo séo ideais para feridas exsudativas, porém a depender do nivel
de exsudacao, podem necessitar de um namero grande de trocas, retardando a total
recuperacéao da leséo (SILVA et al, 2017).

Jéa os curativos com hidrogel utilizam gel transparente que também possui, em
sua maioria, carboximetilcelulose sédica em sua composi¢cdo em conjunto com agua
e propilenoglicol, sendo mais Uteis quando aplicadas a feridas superficiais, com o
minimo possivel de exsudagéo, também promovendo a hidratacdo e o processo de
desbridamento autolitico, mantendo a ferida com aspecto saudavel e favorecendo a
angiogénese no local, o que promove a distribuicdo de nutrientes e células para
favorecer a cicatrizagdo. Associados as coberturas ainda séo utilizados o alginato de
calcio (acao hemostética e de controle de exsudacao), carvao ativado e prata (atraem
e inviabilizam bactérias), papaina (enzima proteolitica de origem vegetal com funcéo
de debridante e acelerador de reparo tecidual). Sendo assim, identifica-se a
possibilidade de aplicacdo de polimeros de biopolimeros com esta finalidade, seja
como hemostaticos, seja com adi¢do de compostos ativos que influenciam nas varias
etapas relacionadas a cicatrizacéo (SILVA et al, 2017).

Quanto a populacdo e demanda de estratégias de tratamento para feridas,
independentemente de seu nivel de complexidade, pode-se citar os pacientes vitimas
de queimaduras, pacientes diabéticos, que sofrem com a amputacdo de membros
devido feridas em concomitancia com esta comorbidade. Soma-se a isto o aumento
da populacao idosa no Brasil, 0 que também incorre no aumento de pacientes restritos
ao leito que podem desenvolver as chamadas Ulceras por presséao (OLIVEIRA et al,
2019). Destaca-se ainda os pacientes vitimas de acidentes, onde ocorre a prevaléncia
de feridas infectadas. A ma evolucéo de feridas cirargicas devido as contaminacdes
no ambiente hospitalar e o impacto econémico que esses tratamentos trazem as
unidades de saude, onde pode-se otimizar 0s custos com terapias mais eficientes,
contribuindo ao mesmo tempo para uma melhor recuperacdo aos pacientes,

impactando também no ambito social (ARAUJO, 2019).
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2.6 BIOPOLIMEROS COM APLICACAO MEDICINAL

O termo polimero foi introduzido no século XIX para designar moléculas
organicas com 0s mesmos elementos quimicos, mas que diferiam em suas
propriedades. Tais compostos possuem unidades de repeticdo denominados
mondémeros que se ligam entre si na maior parte das vezes atraves de ligacbes
covalentes. De modo geral, podem ser classificados entre sintéticos e naturais. Estes
ultimos, também referenciados como “biopolimeros” ganharam destaque nas ultimas
décadas devido principalmente a sua biodegradabilidade, visto que a producéo,
sobretudo, de embalagens sustentaveis se tornou uma necessidade emergente,
considerando os riscos ao ambiente causados pelo acumulo de residuos advindos de
polimeros sintéticos, como os plasticos, expondo a necessidade de investimento e
desenvolvimento de alternativas com menores impactos a natureza (FARIAS, 2016).

A aplicacdo diversa dos polimeros e biopolimeros se da devido serem
facilmente moldados, sendo possivel obter géis, fibras e filmes, com resisténcia e
elasticidade, podendo ser otimizados em contato com outras estruturas quimicas,
através de processos diversos. Bastos (2007), menciona os principais biopolimeros e
suas possiveis aplicacdes, assim como traca as perspectivas desse mercado que se
mostra promissor. Destacando-se a utilizacao dos polimeros do amido, composto por
grupos repetidos de glicose, com ampla disponibilidade e aplicados principalmente na
producdo de bioplasticos, devendo haver pelo menos 60% de amido em sua
composicdo para se tornarem biodegradaveis, de modo a promover a substituicdo de
embalagens nos mais variados setores.

A utilizacdo dos biopolimeros também possui como ponto positivo a
possibilidade de reutilizacdo de residuos, sendo portanto, também por este motivo,
uma alternativa sustentavel, considerando que a sua maioria é adquirida de matéria-
prima vegetal, como o polilactato (PLA) e o polihidroxialcanoato (PHA), de origem
animal, como a gelatina (bovina, suina e pescados) e a quitosana (crustaceos) e de
microrganismos, como a goma xantana e a kefirana, estando associados, na maior
parte das vezes a fontes renovaveis (GUILHERME et al, 2019). Tal caracteristica
proporciona uma alta disponibilidade desses produtos que acabam sendo utilizados
na area da saude, na tecnologia de alimentos, agricultura e embalagens,
principalmente (BORSCHIVER; ALMEIDA; ROITMAN, 2008).
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As caracteristicas dos biopolimeros naturais os tornaram atrativos para
aplicacdo na pesquisa em saude, principalmente devido sua versatilidade e
caracteristicas basicas que envolvem biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
reatividade e possibilidade de interacdes fisicas e quimicas com diversos compostos
ativos, podendo, inclusive, gerar efeitos sinérgicos, sendo portanto materiais
oportunos para utilizacdo com aplicacdo medicinal, principalmente na recuperacéo de
feridas, considerando que podem fazer parte de formulacdes com este fim, além de
serem Uteis na pesquisa sobre liberacéo controlada de farmacos, de modo geral (LIU;
JI; ZHU, 2021).

A quitosana (figura 9), segundo biopolimero mais abundante no mundo, &
obtida através da desacetilacdo da quitina, polissacarideo presente em crustaceos, e
é formada por unidades repetidas de 2-amino-2-desoxi-d-glicopiranose e 2-
acetamido-2-desoxi-d-glicopiranose e possui grupos funcionais receptivos, como
amina primaria (NH), grupo hidroxila primario e secundario (OH) em seu monémero,
o0 que facilita a sua modificacdo quimica para aprimoramentos sem que haja perda de
suas propriedades gerais. Isso a torna um produto de alta versatilidade e
aplicabilidade, possuindo ainda a vantagem de sua obteng&o estar associada a
processos sustentaveis, visto que pode ser obtida de residuos de crustaceos,

possibilitando seu reprocessamento (NEGM et al, 2020).

Figura 9: Estrutura quimica da quitina e da quitosana
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quitina quitosana

Fonte: SILVA; SANTOS; FERREIRA (2006)

Estudos revelam que a quitosana pode também oferecer atividade anti-
inflamatoria e antimicrobiana, atividades possivelmente explicadas pela ocorréncia de
interacdes eletrostaticas entre o polimero, com seus grupos positivamente carregados

(—NH3+), e as moléculas com residuos de carga negativa, sendo possivel, no caso
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das infeccbes, ocorrer interferéncia na parede bacteriana. Tais atividades sao
potencializadas através de alteragcbes quimicamente estruturais, além de
necessitarem de ambiente favoravel, considerando temperatura e pH. A aplicabilidade
deste biopolimero ao desenvolvimento de formas farmacéuticas, entretanto, é
possivel mesmo sem essas alteragdes, em conjunto, principalmente, com agentes
plastificantes, gerando materiais flexiveis e de facil manipulacdo, que fornecem
estrutura ideal para a incorporacdo de componentes ativos, sua protecao e liberacao
(SAHARIAH; MASSON, 2017).

Além disso, filmes a base de quitosana possuem alta capacidade adsortiva
devido interacfes de hidrogénio possibilitadas pelos grupamentos amino presentes ao
longo de toda a sua estrutura, 0 que propicia acdo hemostatica (SLOBODOVA;
GORSHKOVA; NOVOSELOV, 2020). Aléem de interagir a nivel celular com baixa
ativacao imunitaria e baixos niveis de toxicidade, com estimulo a migracdo de
macrofagos, fibroblastos e colageno, favorecendo a regeneracdo de tecidos
biologicos, fazendo com que seja um biomaterial com aplicacao favoravel em feridas,
gueimaduras, les6es em geral e no controle de hemorragias em incisdes cirurgicas,
agindo como hemostéticos eficientes (SANTOS, 2019). Tais propriedades sao

destacadas por Silva, Santos e Ferreira (2006):

A propriedade imunomoduladora da quitosana é devida a sua capacidade de ativar
guase que exclusivamente o macréfago e explica ndo somente seu papel na
aceleragdo da cicatrizacdo de lesfGes, mas também a biodegradabilidade deste
polimero no organismo. Os macrofagos, ativados pelos oligdmeros de quitina e
quitosana de baixa massa molecular, liberam interleucina-1, que estimula a
proliferacéo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno. Liberam, também,
N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a quitosana a mondmeros de N-
acetilglicosamina e glicosamina, unidades de acglcares necessarias a biossintese
do Acido hialurdnico e outros componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos.
Promovem a migragdo de neutréfilos, facilitando a resolucdo da resposta
inflamatéria. As atividades bactericidas e bacteriostdticas sugerem que estes
polimeros podem prevenir infec¢des, se aplicados diretamente no local da lesao. A
quitosana é excelente umectante e adere melhor que &cido hialurénico, além de ser
economicamente mais viavel.

Diante do exposto, pode-se inferir que a quitosana se configura como um
material de aplicabilidade promissora no tratamento de feridas, pois segundo De
Queiroz e Tomaz (2021), ainda se somam ao ja mencionado, o fato de que filmes a
base de quitosana possibilitam a troca de gases e nutrientes, essenciais ao

desenvolvimento do tecido em formacéo, além de ser possivel, aprimorando suas
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propriedades, reduzir o numero de intervengdes e trocas de curativos, mantendo o
paciente mais confortavel durante a sua evolucao e trazendo menos ocorréncia de
lesbes ao longo do tratamento. A versatilidade na incorporacdo também é uma
vantagem, mantendo este biopolimero como ferramenta de liberacdo controlada de
farmacos (DE QUEIROZ; TOMAZ, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Formular filme a base de quitosana incorporado com extrato seco da espécie

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul para avaliacdo de atividade

antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar cascas da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul

em época sazonal de modo a proporcionar 0 maximo de conteldo tanico;
Extrair e quantificar o contetddo de taninos e flavonoides da espécie coletada;

Formular filme de quitosana através de soluc¢des filmogénicas utilizando

método de casting;
Incorporar extrato seco obtido da espécie em estudo ao filme formulado;

Realizar caracterizacao do filme a base de quitosana incorporado com extrato
da espécie em estudo através de ensaios de intumescimento, espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e termogravimetria,;

Realizar teste de Concentracéao Inibitéria Minima (CIM) do extrato com os trés
patégenos mais prevalentes, associados com quadro de morbimortalidade, na

infeccéo de feridas;

Realizar teste de Checkerboard para identificacdo de sinergismo entre extrato

e principal antibiotico de uso topico, a gentamicina,

Determinar potencial antimicrobiano da formulacdo através de método de

diluicdo em caldo.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de cascas da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb)
Altschul, conhecida popularmente como Angico, foram coletadas nos meses de
setembro e outubro de 2019, devido a ser identificado como periodo com baixo
registro de chuvas e com temperaturas mais altas, variando de 28 a 32°C, de modo a
proporcionar o maior contetudo possivel de taninos, considerando impacto sazonal da
espécie. As coletas foram realizadas na zona rural do municipio de Sdo Caetano (23°
37 217 S e 46° 32’ 56” W), localizado a 134 km do Recife, inserido na mesorregiédo
Agreste e na Microrregido Vale do Ipojuca do Estado de Pernambuco, apresentando
clima de tipo Tropical Chuvoso, com ver&o seco, com estagao chuvosa entre 0os meses
de janeiro e agosto, com término em setembro (BRASIL, 2005). A exsicata foi
registrada sob n°® 93849 no Herbario Dardano de Andrade Lima, no Instituto
Pernambucano de Agronomia (IPA). A Pesquisa também foi registrada junto ao
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético (SISGEN), sob o cdédigo

A364335, conforme consta no Anexo |.

42 METODOS DE EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE INTERESSE

A extracdo seguiu metodologia desenvolvida pelo Laboratério de Produtos
Naturais (LAPRONAT) da Universidade Federal de Pernambuco. O material coletado
(4 kg das cascas da espécie Anadenanthera colubrina) foi exposto a um moinho de
facas, para trituracdo em partes menores, de modo a aumentar a superficie de contato
do material com o solvente a ser utilizado para extracdo, com posterior padroniza¢ao
de tamanho de particulas, com o auxilio de tamises em granulometria de 20 mesh (1,2
mm). Para a extragdo, foi utilizado como solvente etanol 80% com maceragao
adaptada, ao abrigo da luz, de modo a possibilitar a extracdo de metabdlitos sem que
haja oxidacdo, evitando perdas, considerando a caracteristica quimica dos
metabolitos que podem incorrer em degradacdo em contato com a luz (SIMOES et al,

2017). O solvente foi substituido por seis vezes, de modo a extrair o maximo possivel
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de metabdlitos e as solugcbes foram concentradas até a obtencéo de um extrato seco,
expondo-se a evaporador rotativo sob temperatura de 40°C e a proporcao droga-
solvente foi de 1:1 m/V.

Para determinacdo do conteddo fendlico total foi utilizada a metodologia
descrita por Amorim et al (2008) a partir da utilizacdo do reagente Folin-Ciocalteu,
reagente que possui em sua composicdo uma mistura de fosfomolibdato e
fosfotungstato que, em presenca de carbonato de soédio, promove coloracéo
caracteristica azulada e possibilita a leitura em espectrofotbmetro com comprimento
de onda a 760nm, para determinacéo de fendis e polifendis de modo geral. Devido ao
potencial antioxidante, a reacdo da solucdo preparada com o extrato (utilizada
concentracdo de 1 mg/mL) deve ocorrer ao abrigo da luz e em temperatura ambiente
por 30 minutos, quando é possivel realizar a leitura e determinar a concentracéo
através da preparacdo de uma curva de calibracdo a partir de concentracdes
conhecidas de acido tanico (0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0pug/mL). O teor de
fendis totais entdo pode ser expresso como miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de amostra (mg TAE/g).

J& para a quantificacdo de taninos, procede-se, conforme descrito por Amorim
et al (2008) a partir da complexacdo com a caseina PA, de obtencdo comercial,
proteina presente no leite fresco. Esta técnica determina de forma indireta o conteudo
de taninos presentes, devido a capacidade desses metabdlitos em se complexar com
estruturas tais como as proteinas. Desta forma, quantificou-se também pelo método
Folin-Ciocalteu, calculando-se o teor de taninos, através da diferenca entre o conteudo
de fendis totais e fendis residuais, a partir de curva de calibracdo com &cido tanico,
conforme descrito anteriormente.

Foi também avaliada a concentracdo de flavonoides, a partir da metodologia
descrita por Peixoto Sobrinho et al (2008), onde é possivel identificar a formacéo de
um complexo contendo flavonoides em conjunto com ions de aluminio. Esta reacdo
promoveu uma coloracdo amarelada, caracteristica possivel de leitura em
espectrofotometro sob comprimento de onda de 420 nm. Para tanto, estabeleceu-se
curva de calibracdo do padrao rutina nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
15,0; 20,0 pg/mL, sendo o teor de flavonoides expresso em miligramas equivalentes

de rutina por grama de extrato (mg ER/q).
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco,
utilizando reagentes de grau analitico. As analises estatisticas ocorreram com

utilizacédo do software Statistica, registrando as médias e desvios padrdes.

4.3 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

A formulacéo dos filmes a base de quitosana foram incorporados com o extrato
bruto de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul se deu através do
método de casting conforme relatado por Fraguas et al (2015), que consiste em
obtencao de solucao filmogénica, realizada a partir de variacbes de concentracdes de
acido latico (5%, 3% e 1%) como agente solubilizante, Glicerina (15%, 20% e 25%)
como agente plastificante e quitosana com grau de desacetilacdo 80% como
biopolimero para composi¢cao da matriz do filme. A solucéo passou por processo de
agitacdo por 24h, para entdo ocorrer a incorporacao do extrato, diluido em DMSO 1%
para facilitar sua solubilizacdo. Apds 24h sob agitacao ao abrigo da luz, a solugdo com
0 extrato incorporado foi disposta em placas de Petri de 90 mm e expostas a secagem
em estufa a 40 °C por mais 24 h.

O grau de desacetilagdo da quitosana utilizada, gentiimente cedida pelo
Laboratorio de Tecnologia Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, foi comprovada através de método proposto por Fraguas et al (2015), a
partir de titulacdo potenciométrica e foram realizadas leituras em FT-IR
(Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier) de modo a identificar
0s grupos funcionais caracteristicos, tanto do polimero quanto do extrato, bem como
indicar o perfil de interacdo entre eles, se a incorporagdo resultou em alteracdes
guimicas importantes quando realizada a formulacao.

Para determinacao e identificacdo de perfil de degradacéo utilizou-se método
de termogravimetria com emprego de termobalan¢ca Shimadzu®, modelo DTG 60H,
em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min-1, utilizando-se amostra de 400ug
do extrato seco, da quitosana e das formulacbes, onde é possivel compreender a
cinética de degradacdo do material utilizando-se faixas de temperatura de 100°C a
600°C e inferir se a inclusdo de componentes interfere modificagcbes no padréo de

degradacdo do produto final. As analises de termogravimetria e FT-IR foram
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realizadas em parceria com o Laboratério de Tecnologia de Medicamentos (LTM), da
Universidade Federal de Pernambuco.

A espessura dos filmes foi determinada com o auxilio de um micrémetro digital,
realizando-se a leitura em 5 posic¢des aleatorias (BISPO; MANSUR; MANSUR, 2009).
Também foram efetuadas leituras em espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de
600 nm, para determinacdo de transparéncia, conforme citado por Silva et al (2015).
Foi identificada a massa final dos filmes, escolhendo-se para os testes aquela
formulagédo que resultou em filme com melhores condi¢des, tanto considerando o
manuseio, quanto em relagéo aos resultados, identificados na tabela 1.

Os filmes também foram testados quanto a sua capacidade de intumescimento,
a partir de método proposto por Bispo, Mansur & Mansur (2009), com adaptacdo que
consiste na observacao do percentual de aumento de massa do filme em tempos
programados (0,5h, 1h, 3h, 5h, 8h, 12h e 24h) em 10 mL de &gua destilada em
temperatura ambiente, utilizando-se solucbes tampédo padréo, para manutencao de
pH neutro e pH levemente &cido, realizando-se a pesagem do filme apos filtracdo e
aplicando-se a equagédo Gl = (Mi — Ms/Ms) x 100, onde GI corresponde ao grau de
intumescimento (em %), Mi diz respeito & massa inicial do flme e Ms a Massa do

filme apds exposto a solucdo. Tais testes também foram realizados em triplicata.

4.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

As analises de foco microbiol6gicas foram realizadas no Laboratério de
Analises Microbioldgicas (LAM) da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram
selecionadas para o estudo as trés espécies bacterianas mais prevalentes nas
infeccbes de feridas e com maiores impactos no desenvolvimento de
morbimortalidade nas unidades de saude, representadas por Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (BARBOSA, et al, 2016).

Os testes partiram do método de microdiluicdo seriada em placas de 96 pogos
utilizando caldo Mueller-Hinton de modo a determinar a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) do extrato seco de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul
frente aos microrganismos, obtidos de cepas padréo do tipo ATCC. A incubacéo foi,
para todos os testes, de 24 horas em estufa com temperatura de 37°C, mantendo

assim um ambiente favoravel ao crescimento bacteriano. A observacdo de
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crescimento ou de inibicdo ocorreu com a utilizacao do revelador resazurina 0,01%,
indicador de viabilidade, cuja coloracdo rosa indica crescimento bacteriano ativo e,
portanto, a ndo eficiéncia do composto em determinada concentracao frente a cepa
em teste. Tal reagédo ocorre devido a conversdo da Resazurina (coloracdo azul) em
Resorufina (coloracéo rosa) devido atividade mitocondrial (ALONSO et al, 2017).

A organizacéo dos pocos na placa foi realizada, de acordo com o descrito ha
figura 10, onde nas posi¢cbes de Al, B1, C1 a A10, B10, C10 foram semeados 100 pL
de suspensdo bacteriana referentes a uma concentracdo de 1,5 x 107 Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC)/mL em 100 pL de caldo Mueller-Hinton em conjunto
com 100uL do extrato em diluicdo seriada partindo da concentracdo inicial de 1000
pg/mL. Nas posices de E1, F1 e G1 até E10, F10,G10, procedido da mesma forma,
porém com o antimicrobiano gentamicina iniciando da concentracdo de 16 pg/mL
estabelecendo-se sua diluicdo seriada a partir desta concentracéo, preconizada pelo
CLSI. Nas colunas 11 e 12 foram dispostos um controle positivo (sem ativo contra as
bactérias, onde se espera observar o crescimento bacteriano) e um controle de
esterilidade do extrato sem inoculo bacteriano, respectivamente. E por fim, na linha H
foi disposto um controle negativo, sem semeio bacteriano, de modo a indicar a

esterilidade do meio em uso e evitar resultados falsos positivos.

Figura 10: Esquema do ensaio de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: A autora (2021)
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Para deteccdo de possivel sinergismo da espécie vegetal abordada neste
estudo com a gentamicina. O método de Checkerboard, seguiu conforme indicado por
Silva et al (2020), utilizando uma combinacdo do ensaio de CIM tanto do extrato
quanto do antibiotico. A determinacdo de sinergismo se da através de calculo da
concentracdo inibitéria fracionaria (FIC), sendo considerados sinérgicos as
combinagdes com um indice FIC <0,5, antagonistas FIC 24,0 e entre 4,0 e 1,0 indica
indiferenca e entre 1,0 e 0,5 interacdo aditiva.

O método de Checkerboard seguiu como indicado por Pansara et al (2019) com
adaptacdes, com placa disposta conforme descrito na figura 11, onde foram realizadas
as diluicdes seriadas do composto 1 (extrato) no sentido vertical (de A1/G1 a A8/G8)
e do composto 2 (gentamicina) no sentido horizontal (de G1/A1 a G8/A8), promovendo
assim uma combinacdo dos dois compostos ativos de modo a identificar se ha
atividade sinérgica. Nas colunas 9 e 10 foram realizados controle positivo e negativo,
respectivamente. Ja nas colunas 11 e 12 foram repetidas as concentracdes do CIM
de ambos os compostos participantes do teste como contraprova do ensaio anterior.
O semeio ocorreu em caldo Mueller-Hinton, com semeio de suspensao bacteriana
com concentracdo de 1,5 x 107 UFC/mL em estufa a 37°C por 24 h. A revelagéo

também foi realizada por exposicéo dos poc¢os a resazurina 0,01%.

Figura 11: Esquema de ensaio de checkerboard (sinergismo)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: A autora (2021)
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Os testes de atividade bacteriana também foram repetidos com os filmes
incorporados, através de disposicdo do filme obtido em caldo Mdueller-Hinton,
realizando-se uma adaptacéo, utilizando tubos de ensaio com volume de 10 mL do
meio de cultura com fragmentos do filme medindo 35x10 mm aderidos a parede do
tubo. Desta forma, possibilitando identificar se houve liberagédo de compostos ativos
no meio suficientes para gerar efeito inibitério. Todas as etapas foram realizadas em
triplicata, com adaptacdo do filme para proporcionar concentracdo ideal para
promogédo da atividade antimicrobiana. Para verificagdo de comportamento da
atividade microbiolégica, caso identificada, foi realizado retro cultivo dos pocos de
modo a indicar se o0 extrato da espécie em estudo se comporta como bactericida (sem
observacdo de crescimento bacteriano em retro cultivo) ou bacteriostatico (com
retorno do crescimento bacteriano quando expostas as cepas as condicdes ideais de

crescimento).

4.5 CITOTOXICIDADE

Os ensaios referentes as analises de citotoxicidade foram realizados em
conjunto com o Instituto Aggeu Magalhdes — Fundacao Oswaldo Cruz-Pernambuco.
A toxicidade do extrato da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb)
Altschul, o Angico, foi avaliada em fibroblasto L929 e macréfago J774.A1 mantidos
em cultura, pelo método do MTT, conforme citado por Bahuguna et al (2017). As
células L929 e J774.A1 foram semeadas em microplacas de 96 pocos na
concentracdo de 1 x 10° células/mL em meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) e RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium), respectivamente
suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em atmosfera Umida a 5% de
CO2 por 24 h. Em seguida, foram tratadas com concentracdes crescentes do extrato
(7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125 e 250ug/mL).

Apbs 24 h de tratamento nas condi¢des ambientais citadas acima, as células
com e sem tratamento (controle) foram lavadas duas vezes com tampao HBSS e
incubadas com DMEM ou RPMI contendo 0,5 mg/mL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio brometo (MTT, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) por 3h na auséncia
de luz. Para solubilizar os cristais de formazan formados, foram adicionados 100 pL

da solucdo de isopropanol acidificado (HClI 0.04 N + isopropanol absoluto) e
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quantificada a absorbancia pelo GloMax® Multi Detection System (Promega
Corporation, USA). A concentracdo do composto capaz de inibir em 50% a viabilidade
das células (CC 50) foi estimada por regressao linear, utilizando o programa IBM
SPSS Statics 25. Todos os testes foram realizados em triplicata e as andlises

estatisticas feitas com o Graphpad Prism 7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DE EXTRATO E DOSEAMENTO DE METABOLITOS DE
INTERESSE

ApoOs procedida a extracao através de maceracao adaptada, utilizando etanol
80% como solvente, o extrato bruto foi filtrado a vacuo e passou por processo de
secagem com o auxilio de um evaporador rotativo, sob temperatura controlada de
40°C. Foram utilizados 2 quilogramas de material vegetal, oriundo das cascas, que
passou por trituracdo e padronizacdo de particulas em tamises em granulometria de
20 mesh (1,2 mm). Obteve-se apds secagem um conteudo total de 27g de um poé de
coloragdo marrom escura, caracteristico da pigmentacdo da espécie em estudo,

demonstrando, portanto, um rendimento de 1,3% (figura 12).

Figura 12: Extrato seco de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul

Fonte: A autora (2021)

O doseamento dos metabolitos secundarios de interesse, taninos e
flavonoides, que estdo associados a usos populares no tratamento de feridas, assim
como no processo inflamatério e antioxidante de modo geral (CABRAL, 2014),
identificou concentragcdes de 316,15 + 4,83 mg EAT/g de fendis totais, sendo 184,33
+ 551 mg EAT/g referentes a concentragcdo de taninos. Ja os flavonoides

representaram 23,89 = 2,57 mg ER/g, valores que corroboram com o demonstrado
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por Castro (2011), Cabral (2014) e Aires (2017), verificando-se valores levemente
superiores, o que pode ser explicado pelo periodo de estiagem, ja que como indicado
por Monteiro et al (2006) e Corréa (2018), a producdo de metabdlitos pode se tornar
proporcional ao aumento das condi¢Oes adversas impostas pelo ambiente, de modo
a conferir proposito defensor e de sobrevivéncia, de modo geral.

Destaca-se ainda, com os resultados obtidos, o potencial da espécie para fins
antimicrobiano e cicatrizante (suas aplicacdes na medicina popular), considerando a
sua concentracéo de taninos, o que reforca o mencionado por estudos anteriores na
area de produtos naturais relacionados as espécies da caatinga com foco em
producéo de taninos e suas aplicacdes, como Paes et al (2013) e Anselmo et al (2020).
Inclusive a espécie possui um alto valor de uso para as comunidades que a utilizam,
estando entre as dez espécies com maior conteudo tanico dentre as endémicas na
regido que compreende a Caatinga, possibilitando seu uso inclusive para outros fins,
como o curtimento de couro, util para fins comerciais, mas também ligado ao fator
cultural, no auxilio da producéo artesanal, componente de bastante influéncia em toda
a regido nordeste (ARAUJO, 2008).

5.2 FORMULACOES DE FILMES A BASE DE QUITOSANA ATRAVES DO METODO
DE CASTING

Para composicao dos filmes de quitosana incorporados com extrato bruto da
espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul, utilizou-se a técnica de
casting, que consiste em produc¢ao de solucéo filmogénica, com posterior secagem de
solvente. Para tanto, foi utilizada uma combinacéo de solvente, agente plastificante,
biopolimero e extrato. O solvente empregado nas solucées filmogénicas foi o acido
latico a 1% p/V, escolhido devido a sua alta viscosidade, biodegradabilidade e baixa
volatilidade, conferindo menor ocorréncia de perdas, durante o processo de agitagéo,
considerando o0 tempo necessério para a completa dissolucdo de todos os
componentes da formulagcéo, em torno de 48h no total.

Foram realizadas variagOes das concentracdes de acido latico, considerando
sua aplicacdo conforme mencionado na literatura em uma faixa de 1 a 5% e também
do agente plastificante, a glicerina com faixa entre 15% e 25%, e do biopolimero, a

guitosana, com concentracdo entre 5 mg/mL e 20 mg/mL pretendendo obter um filme
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de facil manuseio e visualmente estavel, além disso ainda foram considerados volume

de solucao filmogénica em cada placa de 30 a 45 mL.

Figura 13: Solucg@es filmogénicas para técnica de casting
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Fonte: A autora (2021)

A partir das modificagfes, foi possivel identificar melhora na estabilidade visual
do filme, assim como na sua manipulagdo apés secagem, elegendo-se formulacéo
gue compreende quitosana 10 mg/mL dissolvida em acido latico 1%, este ultimo
atuando como solvente, visto que a caracteristica catibnica da quitosana dificulta sua
solubilizagdo em agua, além de haver a possibilidade de formagéo de géis quando em
auséncia de um agente plastificante. As formulacdes testadas estdo descritas na
tabela 1, que indica que o fator volume foi preponderante para formar filmes de melhor
manuseio, assim como a proporcdo considerando agente plastificante e polimero na

obtencédo na forma de filme e ndo em forma gelatinosa.
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Tabela 1 - FormulagBes testadas para obtencao do filme de quitosana

SOL. AC.

TEsE  Lien  ©WOERNA EHICERINS vollBlE CARACTERISTICAS
(Vi) (m/iv) (m/m) (mL/Placa)

Filme com aspecto homogéneo, sem

1 1% 5 mg/mL 15% 30 fqrmac;éo/depésito de grénulos, porém de
dificil remocao da placa, causando quebras
Nno manuseio.
Filme maleavel, de facil remocdo, com
aspecto plastificado, com pouca ou

2 1% 10 mg/mL 20% 40 nenhuma adesividade observada,
observagdo de acumulo de granulos no
centro da placa.
Filme maleavel, de facil remocao, porém

3 1% 20 mg/mL 25% 45 com alta formag&o de grénulos e nenhuma
adesividade observada.
Filme maleével, de facil remocéo, porém

4 1% 5 mg/mL 15% 45 com alta formacédo de granulos e nenhuma
adesividade observada.
Filme com aspecto homogéneo, sem

5 1% 10 mg/mL 20% 30 fqrm_agéo/depésito de gréanulos, porém de
dificil remocéo da placa, causando quebras
Nno manuseio.
Filme maleavel, de facil remocao, com
aspecto plastificado, com pouca ou

6 1% 20 mg/mL 25% 40 nenhuma adesividade observada,
observacgédo de acimulo de granulos no
centro da placa.
Filme maleével, de facil remocéo, com
aspecto plastificado, com pouca ou

7 1% 5 mg/mL 15% 40 nenhuma adesividade observada,
observagéo de acumulo de granulos no
centro da placa.
Filme maleével, de facil remocao, porém

8 1% 10 mg/mL 20% 45 com alta formagé&o de granulos e nenhuma
adesividade observada.
Filme com aspecto homogéneo, sem

9 1% 20 mg/mL 250 30 fqrmaqéo/depésito de granulos, porém de
dificil remocéo da placa, causando quebras
Nno manuseio.
Filme maleavel, com aparente adesividade,
pouca ou nenhuma apresentacdo de

10 1% 10 mg/mL 25% 38 grumos, de facil remogdo da placa e
manuseio para seguimento dos testes
necessarios.

11 3% 5 mg/mL 15% 30 Filme de aspecto homogéneo, porém
apresentando-se quebradico.
Filme de aspecto homogéneo, porém

12 3% 10 mg/mL 20% 40 consisténcia entre filme e gelatinoso,
dificultando a remocé&o da placa por igual.

13 3% 20 mg/mL 25% 45 Filmes com aspecto  gelatinoso e
apresentacdo de grumos.

14 3% 5 mg/mL 15% 45 Filmes com aspecto  gelatinoso e
apresentacdo de grumos.

15 3% 10 mg/mL 20% 30 Filme com aspecto homogéneo, sem

formacao/depésito de granulos, porém de
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dificil remoc¢éo da placa, causando quebras
Nno manuseio.

16

3%

20 mg/mL

25%

40

Filme de aspecto homogéneo, porém
consisténcia entre filme e gelatinoso,
dificultando a remoc&o da placa por igual.

17

3%

5 mg/mL

15%

40

Filme de aspecto homogéneo, porém
consisténcia entre filme e gelatinoso,
dificultando a remocéo da placa por igual.

18

3%

10 mg/mL

20%

45

Filme de aspecto homogéneo, porém
consisténcia entre filme e gelatinoso,
dificultando a remocéo da placa por igual.

19

3%

20 mg/mL

25%

30

Filme com aspecto homogéneo, sem
formacao/depédsito de granulos, porém de
dificil remocao da placa, causando quebras
Nno manuseio.

20

3%

10 mg/mL

25%

38

Filme de aspecto homogéneo, porém
consisténcia entre filme e gelatinoso,
dificultando a remoc&o da placa por igual.

21

5%

5 mg/mL

15%

30

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
seu manuseio.

22

5%

10 mg/mL

20%

40

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
Seu manuseio.

23

5%

20 mg/mL

25%

45

Filme com aspecto gelatinoso e
apresentacdo de grumos.

24

5%

5 mg/mL

15%

45

Filme com aspecto gelatinoso e
apresentacdo de grumos.

25

5%

10 mg/mL

20%

30

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
seu manuseio.

26

5%

20 mg/mL

25%

40

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
seu manuseio.

27

5%

5 mg/MI

15%

40

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
Seu manuseio.

28

5%

10 mg/mL

20%

45

Filme com aspecto gelatinoso e
apresentacdo de grumos.

29

5%

20 mg/MI

25%

30

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
Seu manuseio.

30

5%

10 mg/MlI

25%

38

Filme com aspecto homogéneo, porém
com consisténcia gelatinosa, inviabilizando
seu manuseio.

Fonte: A autora (2021)

No caso deste estudo, foi optado pelo uso da glicerina em concentracao de

25% e volume final de 38 mL distribuidos em placas de Petri de 90 mm para secagem,

0 que conferiu ao filme aspecto firme, de facil manuseio e potencial adesividade.

Sendo a formulagéo de escolha, a de numero 10 descrita na tabela 1. As demais

formulacdes n&o foram consideradas para os testes posteriores, pois resultaram em

filmes quebradicos, de dificil manuseio e pouca ou nenhuma plasticidade e
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adesividade, dificultando até mesmo a realizacdo das andlises béasicas. Tendo sido
formuladas inicialmente para identificar se as alteracfes trariam algum beneficio em

detrimento da formulacéo de escolha, o que ndo ocorreu.

Fonte: A autora (2021)

As solucdes filmogénicas foram agitadas em agitador magnético por 24 h até a
nao visualizacdo de particulas suspensas ou sobrenadantes, em seguida incorporado
extrato bruto em concentragao de 4 mg/mL e 2 mg/mL. A primeira concentracao foi
realizada para manter concentracdo maior em filme a ser recortado para 0s ensaios
microbiolégicos, de modo a néo incorrer em resultado falso negativo quando
empregado as culturas bacterianas. Ao realizar a incorporacdo do extrato, nova
agitacao foi procedida por mais 24 h, seguida de secagem em estufa a 40°C por igual
periodo até observacdo de formacédo de filme, com peso médio de 0,88 g + 0,3,

espessura de 0,078 mm x 0,04 e transparéncia de 88% + 1,2 (figura 15).

Figura 15 - Caracteristicas visuais de filme & base de quitosana incorporado com extrato seco
de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul (Angico)

Fonte: A autora (2021)
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Para auxiliar na caracterizacdo do material e identificar seus principais
parametros quimicos e possiveis alteracfes sofridas no processo de formulacdo do
produto final, utilizou-se técnica de espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FT-IR), devido n&o interferir na amostra, promovendo resultado de forma
rapida e ndo destrutiva (SOUZA et al, 2018). A técnica consiste na deteccdo por
infravermelho da vibracdo caracteristica de grupos funcionais conhecidos, sendo a
intensidade relacionada a informacdes quantitativas e as frequéncias de ocorréncia
desses grupos a critérios qualitativos sobre a amostra (CARVALHO, 2013).

Ao observar o espectro de FT-IR (figura 16), realizado a partir de
espectrofotometro Perkin ElImer 400, foi possivel identificar bandas caracteristicas de
grupos funcionais presentes na quitosana, enquanto material, o que confirma o
abordado por Bispo, Mansur & Mansur (2009) e Tanganini (2019), identificando
grupamentos amina em 1650, C=C em 1580 e C=0 em 1724, onde observa-se a
formacdo de pontes de hidrogénio quando avaliado o espectro da formulacdo em
comparacao com a quitosana em po, relacionada possivelmente a quebra de cadeias

devido a presenca de agua residual no produto finalizado.

Figura 16: FT-IR de Quitosana em comparacdo com formulacéo
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Quanto a incorporagdo do extrato, realizada com concentracdo de 2 mg/mL,
infere-se que a interacédo foi do tipo fisica, isto é, ndo promoveu alteracdes quimicas
na estrutura do biopolimero, considerando a manutencdo de seu perfil apos a
obtencédo do filme (figura 17). O espectro referente ao extrato bruto da espécie em
estudo, o angico, por sua vez, ndo foi possivel de ser visualizado quando incorporado
ao filme, o que pode estar associado ao fato de a concentracéo final ndo ser detectavel
pelo aparelho utilizado, porém a sua presenca se confirma pela manutencéo do efeito

antimicrobiano a ser discutido na se¢éo seguinte.

Figura 17: FT-IR de formulagtes de filme base e filme com o extrato incorporado
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Fonte: A autora (2021)

Para caracterizacdo térmica foi utilizada técnica de termogravimetria, com
emprego de termobalanca Shimadzu®, modelo DTG 60H, em atmosfera de nitrogénio
em fluxo de 50 mL.min-1. Foram utilizadas amostras com massa em torno de 400ug
em cadinho de alumina e realizadas afericbes do extrato seco da espécie em estudo,
do filme de quitosana ndo incorporado, do filme de quitosana com o extrato
incorporado e da quitosana em po, os dados termoanaliticos foram analisados por
meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis) verséo 2.20 da Shimadzu®.
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A partir das analises das curvas de termogravimetria (figura 18) foi possivel
identificar a perda de massa continua no filme de quitosana, referente a 63%, entre
100°C e 300°C. Entretanto quando avaliado o filme incorporado com o extrato seco
de angico, identifica-se uma perda de 72% entre 100°C e 400°C, também de forma
continua, o que indica que o produto precisa ser mantido em um controle de
temperatura dentro destes parametros para evitar degradacdes e, portanto, perdas

em sua qualidade e acdo. Estes resultados corroboram com o estudo realizado por
Brianezi (2016).

Figura 18: Termogravimetria de materiais e formulagdes
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filme incorporado com extrato seco de angico. Fonte: A autora (2021).
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O aumento na degradacédo pos incorporagdo pode estar associado a uma maior
concentracdo de componentes volateis na composicao final do filme, considerando o
uso de extrato bruto da espécie em estudo. Além disso, conta-se com a participacao
ainda, da degradacdo de grupos funcionais que tem inicio através da “quebra de
ligagBes glicosidicas, seguida da decomposi¢cdo das unidades acetiladas e
desacetiladas do polimero” conforme citado por Fraguas et al (2015).

As curvas de degradacdo, de modo geral, apresentaram para visualizacao,
evento Unico de degradacdo, visto que, ocorrem dois eventos principais, sendo o
primeiro evento referente a perda de agua, o que nao foi reportado devido registro de
temperatura inicial em 100°C. A partir disso iniciou-se a perda devido a
despolimerizacdo e decomposi¢cdo da estrutura do polimero em conjunto com a
degradacdo de grupos funcionais presentes nos metabdlitos secundarios ocorrentes
no extrato incorporado (PEREIRA et al, 2021).

O extrato bruto seco da espécie em estudo foi testado com possibilidade de
incorporacdo em concentracdes de até 4 mg/mL, considerando solucéo filmogénica
de 100 mL (Solugdo mae para disposicéo posterior em placas de Petri). Acima dessa
concentracdo necessitaria de concentracdes superiores de dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizacdo inicial, o que poderia comprometer a viabilidade das células
bacterianas, podendo gerar resultados falsos positivos para inibicdo. Sendo assim, o
presente estudo optou por utilizar a menor concentracdo possivel deste agente
solubilizante, ndo superando 10%, evitando assim, erros de interpretacdo de
resultados (FARIAS et al, 2018).

Um dos grandes desafios na formulacéo de estratégias voltadas ao tratamento
de feridas € o controle do exsudato, que faz parte do processo inflamatorio e auxilia
na distribuicdo de proteinas e células na recuperacdo da lesdo. Entretanto,
considerando que feridas crbnicas, de grandes propor¢des e de dificil reparo, caso
contenham alta taxa de exsudagdo podem incorrer em favorecimento de
contaminacdes e infec¢bes por microrganismos oportunistas devido a umidificacdo
excessiva do curativo (GENEVRO, 2017). Por este motivo foi investigado o perfil de
intumescimento dos filmes produzidos, de modo a identificar seu comportamento caso
utilizados em recuperacao de feridas com este perfil.

Como indicado na figura 19, observou-se um aumento de massa por

intumescimento de quase 4 vezes 0 peso inicial do filme nas 3 primeiras horas, com
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uma capacidade maior em pH &cido (4,5). Tal resultado se deve ao carater quimico
da quitosana, que possui varios grupos amina que, em meio acido, se dispdéem em
sua forma protonada, fazendo com que aumente a solvatagcdo na molécula e as
ligagBes com os grupamentos hidrofilicos ocorram, principalmente as do tipo ponte de
hidrogénio e ion-dipolo com a 4gua (GABRIEL, 2017).

Apos a terceira hora, observa-se em ambas as solucdes, uma estabilizacdo no
material no que tange a esta caracteristica, chegando ao maximo de intumescimento,
seguindo logo em seguida do declinio da massa do filme que passa a se solubilizar
guase completamente. Em contato com a 4gua, o filme transforma-se em um gel filme
de facil remocédo, o que pode o caracterizar como um candidato promissor ao
tratamento de feridas, considerando a possibilidade de facil aplicagdo, quando em
forma de filme, com posterior controle de exsudacédo excessiva e facil remog¢do com

potencial baixo para o desenvolvimento de novas lesdes por intervengéo no tecido

neoformado.
Figura 19: Grau de intumescimento (%)
w= pH7 == pH45
400
300
200
100
0
0 5 10 15 20

Horas

Fonte: A autora (2021)

5.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Para determinacdo de atividade antimicrobiana do extrato da espécie em
estudo, foram realizados testes em duas etapas, sendo a primeira referente a

identificagdo da Concentragdo Inibitéria Minima, ou seja, da menor concentracéo
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capaz de inibir o crescimento bacteriano. A segunda etapa diz respeito a experimento
em “tabuleiro de xadrez” (Checkerboard), para investigacdo se a espécie pode
oferecer atividade sinérgica, antagonista ou aditiva ao efeito de antimicrobiano ja
utilizado na pratica clinica em afec¢des cuténeas, a gentamicina, um aminoglicosideo
de amplo espectro de acéo, presente em formas farmacéuticas semi sélidas.

O ensaio de CIM utlizou 3 cepas ATCC dos trés principais patdgenos
associados as infeccbes de feridas: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, microrganismos que estdo também associados ao
desenvolvimento de infec¢gOes graves, sobretudo no ambiente hospitalar, levando a
quadros de pneumonia nosocomial, meningites, endocardite e septicemia (SIMOES,
2016).

Os resultados obtidos corroboram com os estudos publicados por Aradjo et al
(2014), Araujo et al (2017) e Pereira et al (2018), onde foi identificada acéo
bacteriostatica sobre cepas padrdo de Staphylococcus aureus, principal patdégeno
associado as desordens de foco cutaneo com caracteristica oportunista, sobretudo a
pacientes imunocomprometidos (O’'GARA, 2017). Para a determinacéo de atividade
bactericida ou bacteriostatica foi realizado o retro cultivo do contetdo dos pogos onde
foi identificado a inibicdo em agar Mueller-Hinton a 37°C e observado ap6s 24h e 48h,
onde houve novamente crescimento das cepas, indicando, portanto, carater

bacteriostatico, conforme indicado na figura 20.

Figura 20: Retro cultivo de Staphylococcus aureus para determinacdo de acdo bactericida ou

bacteriostatica

Fonte: A autora (2021)

O extrato apresentou CIM sobre a cepa padrdo da espécie Staphylococcus
aureus, correspondente a 125ug/mL, resultados também observados por Palmeira et
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al (2010), Colacite (2015) e Silva (2020), que indentificaram em concentragdes
maiores, atividade também contra cepas resistentes a multidrogas. Para as demais
espécies nao foi observada atividade inibitéria, entretanto, as mesmas seguiram para
segunda etapa para identificacdo de possivel sinergismo com o antimicrobiano
gentamicina, o qual também foi realizado ensaio de CIM partindo da concentracdo
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 16ug/mL.

Figura 21: Ensaio de Concentracao inibitéria minima (Staphylococcus aureus)

Fonte: A autora (2021)

Ao realizar o teste de sinergismo, ensaio de tabuleiro de xadrez, ou
Checkerboard assay, caso identificada acdo sinérgica ou aditiva, os filmes poderiam
ser formulados com combinagdo dos agentes de modo a fornecer uma acgéo
melhorada sobre estes microrganismos que oferecem prejuizos diversos no que se
refere a atengdo em saude, considerando o grande desafio associado a resisténcia
bacteriana. Entretanto, o resultado infere que o extrato ndo se comporta de forma
sinérgica com o antimicrobiano em teste sobre nenhuma das cepas utilizadas, sendo,
portanto, considerado, nesta aplicacdo em especifico, de efeito indiferente, conforme
indica a figura 22. Nao excluindo a possibilidade de haver, com o uso do extrato em
guestao, possibilidade de sinergismo com outros antimicrobianos e até mesmo com

outros extratos vegetais, conforme indicado por Amorim et al (2020).
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Figura 22: Ensaio de Checkerboard (determinacéo de sinergismo)

Fonte: A autora (2021)

Deste modo, a formulacdo dos filmes ocorreu com incorporacdo do extrato
bruto e com teste microbioldgico posterior adaptado, para identificacdo de liberacédo
de conteudo ativo sobre as cepas de Staphylococcus aureus, considerando que néao
houve resultado inibitério frente as demais espécies testadas, utilizando como meio
de cultura o caldo Mueller-Hinton em tubos de ensaio com volume correspondente a
10 mL, fixando-se recortes de 35x10 mm dos filmes a parede do tubo, e
posteriormente realizando o semeio e incubacgdo bacteriana referente a 0,5 na escala
de McFarland.

O teste ocorreu com filmes incorporados e nao incorporados e os resultados
podem ser visualizado nas figuras 23, 24 e 25 onde é possivel identificar o
intumescimento do filme quando em solugéo (figura 23), identificar também que os
filmes sem extrato incorporado ndo apresentam atividade inibitéria (figura 24),
indicado pela coloracéo rosa da converséo da resazurina em resorufina pela atividade
mitocondrial bacteriana, enquanto que os filmes com incorporacdo do extrato da
espécie em estudo apresentaram atividade antimicrobiana satisfatéria (figura 25).
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Figura 23: Intumescimento de filme a base de quitosana incorporado com extrato seco de
Anadenanthera colubrina

Fonte: A autora (2021)

Figura 24: Ensaio de diluicdo em caldo para determinacéo de efeito antimicrobiano de filme a base de
quitosana

Fonte: A autora (2021)
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Figura 25: Ensaio de diluicdo em caldo para determinacéo de efeito antimicrobiano de filme a base de
guitosana incorporado com extrato seco de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul
(Angico)

Fonte: A autora (2021)

De modo a contribuir com a confirmacdo do resultado, foi realizado em
conjunto, um ensaio de atividade em difusdo em agar (figura 26), utilizando em
triplicata em meio agar Mueller-Hinton, um comparativo na producdo de halos de
inibicdo do filme de quitosana e do filme de quitosana incorporado com o extrato bruto
seco de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul, frente a cepa padrao de
Staphylococcus aureus. O teste resultou em halos de 17 mm + 2, o que corrobora com
o0 estudo realizado por Palmeira et al (2010) com leve melhora, o pode ter contribuicdo
da quitosana em sua formulacdo, visto que o biopolimero tem pode interferir no
crescimento bacteriano por mecanismo de imobilizacéo e fixagdo, conforme indicado
por Azevedo et al (2007), o que faz desse biopolimero um promissor candidato a
formulacéo de curativos, patches, adesivos e recobrimento de préteses para garantir
profilaxia a infec¢des, além de sua caracteristica hemostatica.
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Figura 26 - Ensaio de difusdo em agar com filme a base de quitosana incorporado com extrato seco
de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul

5.4 CITOTOXICIDADE

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), foi
escolhido para identificacdo de potencial de toxicidade da espécie abordada, método
gue possibilita indicar a seguranca no uso de alternativas aplicadas a saude, seja de
origem vegetal ou sintética. O principio do método se baseia na reducao do reagente
azul de tetrazolio em trifenil formazan de coloracéo rosa (figura 27), reacao procedida
pela atividade mitocondrial, ou seja, indicando a viabilidade celular (BAHUGUNA et al,
2017). Teste realizado em placas de 96 pogcos com duas linhagens de células:
fibroblasto L929 e macréfago J774.A1l.

A escolha das linhagens celulares se deve ao fato de estarem associadas
diretamente ao processo de recuperagdo de lesbes, de modo geral, nas feridas,
inclusive. Sendo os macrofagos indispensaveis ao longo de toda a fase inflamatoria,
fase primordial para a definicdo da evolucdo do paciente, visto que sua interrupgéo ou
prolongamento pode ativar mecanismos de geracao de feridas cronicas ou promover
cicatrizacdo retardada com reparo impréprio (SILVA et al, 2019). J& os fibroblastos
participam ativamente do processo de cicatrizagdo, sendo responsaveis pela
producédo e degradacdo do colageno, que por sua vez favorece a sustentacao do
tecido durante todo o processo até a completa recuperacao (TAZIMA et al, 2008).
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Figura 27: Ensaio de MTT (Citotoxicidade)

NAD(P)H-dependent cellular
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Fonte: BAHUGUNA et al (2017)

Estudos prévios sobre toxicidade da espécie utilizando outros métodos
indicaram parametros ainda sem maiores elucidacfes, onde através de técnica de
toxicidade sobre Artemia salina, Weber (2011) e Silva; Aguiar & Freitas (2020)
identificaram alta toxicidade ao crustaceo, o que fez com que a espécie fosse vista
como inviavel para aplicacdo a saude. Enquanto Pereira (2012) e Silva (2020), ndo
identificam toxicidade mesmo em concentracdes maiores, a partir de técnica que
visualiza reacdo hemolitica por parte do composto teste, o que demonstra a
necessidade de ensaios de toxicidade com maior abrangéncia para garantir a
completa seguranca no uso da espécie.

Os resultados do ensaio de MTT realizado estédo dispostos nas figuras 28 e 29,
onde foram identificadas as concentragcfes necessarias para causar morte de 50% da
populacdo de células utilizadas (concentracdo de 1 x 10° células/mL), sendo
observado para as linhagens de Macréfagos J774.A1 uma DLso correspondente a
141,42 pg/mL = 0,2 e para as linhagens de Fibroblastos L929, 175,84 ug/mL + 4,8.

ConcentragOes significativamente baixas em comparacao com estudos realizados a
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partir da técnica da Artemia salina, que consiste em expor este tipo de crustaceo de
alta sensibilidade a concentracdes crescentes de compostos em testes, avaliando sua
viabilidade. Resultados semelhantes foram obtidos por Lima (2018), que demonstrou
a ndo toxicidade abaixo de 250 pg/mL através do mesmo metodo sobre células
humanas normais e tumorais, resultados ainda menores foram demonstrados por
Ribeiro (2020) ao utilizarem polissacarideos advindos da mesma espécie sobre

linhagens L929, onde ndo houve citotoxicidade consideravel.

Figura 28: Ensaio de toxicidade (MTT) Fibroblastos L929
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Fonte: A autora (2021)

Figura 29: Ensaio de toxicidade (MTT) Macro6fagos J774.A1
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Observa-se um ligeiro crescimento celular, em ambas as linhagens, em relagéo
ao grupo controle quando utilizadas concentracées menores do extrato, a partir de
7,8ug/mL. Tal atividade pode estar relacionada com a resposta mitocondrial das
células ao serem expostas ao stress, assim como ser referente & ocorréncia de
ativacao e recrutamento celular, ja que segundo Moretdo et al (2003), componentes
extraidos do Angico, espécie em estudo, demonstraram capacidade de ativacao,
sobretudo de macréfagos, podendo ser Gtil no processo de fagocitose, com aumento
de atividade de acordo com a dose utilizada. Informag¢des que contribuem com o
estudo realizado por Moreira (2017), que tanto em linhagens celulares, quanto em
ensaio in vivo indicou ativacdo celular e também modulacdo de marcadores

inflamatorios como 6xido nitrico e interleucinas utilizando extrato da mesma espécie.
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6 CONCLUSAO

A aplicacdo de biopolimeros em conjunto com ativos, sejam eles naturais ou
sintéticos, constitui em uma promissora alternativa para o tratamento de diversas
desordens, sobretudo quando nos remetemos ao tratamento de lesdes cutaneas,
sejam elas de quaisquer niveis de complexidade, levando em consideracdo a
morbimortalidade associada a esta questao, assim como o comprometimento social
dos pacientes que sofrem com estas injarias, além do componente econdmico, Vvisto
que o sistema de saude brasileiro como um todo, demanda a maximizacdo da
eficiéncia na aplicacdo de recursos. Sendo assim, investindo em alternativas
eficientes e de baixo custo, pode-se contribuir para alcancar este objetivo.

A quitosana, sendo um biopolimero de aquisi¢édo a partir de fontes renovaveis
pode se configurar, portanto como uma excelente alternativa, visto que a partir dos
resultados observados, foi possivel formular um filme de facil manipulacdo, com alta
capacidade de intumescimento, o que confere uma boa aplicabilidade para controle
da exsudacédo a depender do nivel identificado. Em conjunto com o extrato da espécie
em estudo, 0 angico, possui aplicacao bastante especifica, sendo util no tratamento
de feridas infectadas por Staphylococcus aureus, patdgeno mais comum nessas
desordens, devido fazer parte da microbiota da pele e agir como microrganismo
oportunista.

O produto formulado, cuja melhor apresentacdo testada compreende a
utilizacdo de quitosana em concentracdo de 10 mg/mL, responsavel por manter a
matriz do filme, &cido latico a 1% (agente solubilizante, que facilita a dissolu¢do da
guitosana no meio), glicerina 25% e solucéo filmogénica resultante com volume por
placa de Petri 90 mm de 38 mL. Fazendo parte da formulacdo o conteudo ativo,
representado pelo extrato bruto da espécie Anadenanthera colubrina (angico) em
concentragéo de 2 mg/mL.

Dentre as vantagens do produto formulado, pode-se destacar a comprovada
liberacdo do ativo em teste em meio de cultura liquido, o que leva a crer que a
formulacdo tem potencial enquanto forma farmacéutica, mantendo a atividade, além
de existir a possibilidade de incorporagdo de outros componentes ativos,

apresentando, portanto, uma vasta versatilidade, o que poderia maximizar a eficiéncia
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contra outros patdégenos, inclusive aqueles com alto potencial de geracao de biofilme
e com desenvolvimento de resisténcia.

Isto visualizado através de ensaios microbiologicos em que foi possivel
identificar a ocorréncia de liberacdo do extrato da forma farmacéutica, visto que a
atividade visualizada durante o teste de CIM foi evidenciada também com o uso do
filme com a utilizac&o de técnica de difusédo em agar.

Em relacdo a toxicidade do extrato, pode-se identificar proximidade entre a
concentracdo de efetividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus
aureus, e a concentragao de potencial citotoxicidade. Entretanto, a literatura aborda a
possibilidade de ocorrer ativacdo de resposta celular em baixas concentracdes, o que
fica também evidenciado pelo ensaio de MTT realizado, sendo possivel inferir que
pode ocorrer o favorecimento do processo de cicatrizagéo via modulagéo celular.

Testes complementares podem ser sugeridos dentro deste contexto, de modo
a aumentar as perspectivas do produto formulado, onde este pode ser aprimorado
tanto fisica quanto quimicamente. Seja por adicdo de novos ativos, seja por aplicacédo
de outras técnicas e estruturas, como nanoparticulas e compostos sintéticos diversos.
Sugere-se ainda realizacdo de testes de maior especificidade para determinacdo de
ativacao celular, como o método e Scratch, que consiste em adicionar cortes em meio
de cultivo celular, de modo a observar a migracéo das células para esta regidao, assim
como teste para avaliacdo dos mecanismos de liberacdo do ativo da forma
farmacéutica, através de ensaio de célula de Franz.

Assim espera-se prosseguir com o aprimoramento da formulacdo, além de
identificar de forma controlada suas caracteristicas de estabilidade, tanto a curto,
guanto a longo prazo, para entédo poder indicar o filme formulado para testes in vivo
com seguranca, com a principal intencdo de fornecer alternativas viaveis
economicamente que apresentem eficiéncia e aplicacdo sustentavel. Que auxilie na
recuperacdo de pacientes com feridas, independentemente de sua complexidade.
Considerando que a estas desordens, somam-se a outras comorbidades,
comprometem a vida social do paciente e afetam os custos hospitalares, que podem,
sempre que alternativas com esta intencéo se estabelecem, remanejar e otimizar a

distribuicdo de seus recursos para outros problemas de igual ou maior necessidade.
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Anadenanthera colubrina

Titulo da Atividade: DESENVOLVIMENTO DE FILME COM AGAO ANTIMICROBIANA A BASE DE
QUITOSANA INCORPORADO COM EXTRATO SECO DE ANADENANTHERA
COLUBRINA VAR. CEBIL (GRISEB) ALTSCHUL (ANGICO)

Equipe

Ana Caroline Costa Xavier INDEPENDENTE

Parceiras Nacionais
24.134.488/0001-08 / Universidade Federal de Pernambuco

Data do Cadastro: 07/07/2021 20:06:20

Situacédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestéo do Patrimédnio Genetico
Situacéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 20:06 de 07/07/2021.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
FANTAN ASSOCIADO - SISGEN
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