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RESUMO

O estudo sobre tratamentos de feridas é constante por ser uma enfermidade que atinge grande
parte da populacdo mundial, abrangendo desde queimaduras até doencas mais graves como
diabetes. Com isso, busca-se um melhor recobrimento que substitua as func@es epiteliais sem
que haja contaminag@es por microrganismos. Um biopolimero muito estudado para este fim é
a quitosana. Ela é derivada da quitina e encontrada principalmente em exoesqueletos de
insetos e crustaceos. A uva é uma fruta rica em compostos fendlicos que se concentram
principalmente na casca, semente e engagos. Tanto a quitosana quanto a uva possuem
propriedades cicatrizantes, anti-inflamatdrias e antibacterianas. Assim, por meio deste estudo
foram desenvolvidas e caracterizadas membranas de quitosana acrescidas de extrato de uva
para potencial aplicagdo no tratamento de feridas cutaneas. Uma primeira etapa deste estudo
foi a obtencéo e caracterizacdo do extrato da cultivar Jacques (Vitis bourquina), considerando
a baga inteira. O extrato foi obtido por maceracdo hidroalcoolica de etanol 50% v/v. A partir
do extrato pronto, seguiu-se para as analises qualitativas e semi-quantitativas, além da
atividade antirradicalar, analise de FTIR, para que fosse possivel caracterizar os compostos ali
presentes, e analise da atividade antimicrobiana. As analises qualitativas e semi-quantitativas
apontaram para a presenca de compostos fendlicos e taninos condensados no extrato. O
espectro de FTIR comprovou a existéncia de grupos hidroxilas pertencentes a compostos
fendlicos e dgua. Também pode-se observar a presenca de bandas relacionadas a moléculas
aromaticas derivados de pirano referente a taninos condensados. O extrato mostrou baixa
atividade antirradicalar comparada com os padrBes quercetina e acido galico, possivelmente
em razdo da pequena presenca de flavonoides. Com relacdo a analise antimicrobiana, a
concentracdo do extrato empregada ndo apresentou formacdo de halo de inibicdo para as
bactérias analisadas. Na segunda etapa da pesquisa, as membranas foram sintetizadas e
caracterizadas quanto aos teores de umidade, comportamento hidrico, solubilidade,
permeabilidade ao vapor d’4gua e também analisadas pelo FTIR, DSC, MEV e analise da
atividade antimicrobiana. As membranas contendo quitosana e extrato de uva apresentaram
uniformidade em sua composicao e transparéncia, fator ideal para a manutencdo das feridas
cutaneas. Elas também apresentaram umidade, capacidade de absorcdo de dgua e passagem de
vapores de agua satisfatorios, mantiveram a integridade no teste de solubilidade, e ainda,
mostraram resisténcia térmica acima da temperatura corp6rea. Por meio destas analises e
também pelo expectro de FTIR foi possivel averiguar a interacdo entre a quitosana e o extrato.
Entretanto, a atividade antibacteriana ndo foi observada em nenhuma membrana. Conclui-se
que o método de extracdo empregado foi eficiente, pois no extrato obtido ha presenca de
compostos cicatrizantes de interesse, assim como as membranas de quitosana acrescidas deste
extrato apresentaram propriedades satisfatorias para aplicagdo no tratamento de feridas
cuténeas.

Palavras-chave: Uva. Quitosana. Membrana. Compostos fendlicos. Cicatrizacdo de feridas.



ABSTRACT

The study is a constant on wound treatments illness that affects a large part of the world
population, ranging from burns to more serious diseases such as diabetes. Thus, a better
coating is proposed that replaces epithelial functions without contamination by
microorganisms. A very studied biopolymer for this purpose is chitosan. It is derived from
chitin and found mainly in exoskeletons of insects and crustaceans. Grape is a fruit rich in
phenolic compounds that concentrate mainly on skin, seed and stalks. Both chitosan and grape
have healing, anti-inflammatory and antibacterial properties. Thus, through this study were
developed and characterized chitosan membranes plus grape extract for potential application
in the treatment of cutaneous wounds. A first step of this study was the obtaining and
characterization of the extract of the cultivar Jacques (Vitis bourquina), considering the whole
berry. The extract was obtained by hydroalcoholic maceration of 50% v / v ethanol. From the
ready-made extract, the qualitative and semi-quantitative analyzes were followed, besides the
anti-radicular activity, FTIR analysis, so that it was possible to characterize the compounds
present, and analysis of the antimicrobial activity. The qualitative and semi-quantitative
analyzes indicated the presence of phenolic compounds and condensed tannins in the extract.
The FTIR spectra showed the existence of hydroxyl groups belonging to phenolic compounds
and water. It is also possible to observe the presence of bands related to aromatic molecules
derived from pyran referring to condensed tannins. The extract showed low antiradical
activity compared to the quercetin and gallic acid standards, possibly due to the small
presence of flavonoids. Regarding the antimicrobial analysis, the concentration of the extract
used did not present inhibition halo formation for the analyzed bacteria. In the second stage of
the research, the membranes were synthesized and characterized by moisture content, water
behavior, solubility, water vapor permeability and also analyzed by FTIR, DSC, SEM and
analysis of antimicrobial activity. The membranes containing chitosan and grape extract
presented uniformity in composition and transparency, an ideal factor for the maintenance of
cutaneous wounds. They also showed satisfactory moisture, water absorption capacity and
passage of water vapors, maintained integrity in the solubility test, and also showed thermal
resistance above body temperature. Through these analyzes and also by the FTIR expectation,
it was possible to verify the interaction between the chitosan and the extract. However,
antibacterial activity was not observed on any membrane. It is concluded that the extraction
method employed was efficient, because in the extract obtained there are presence of healing
compounds of interest, as well as the chitosan membranes added with this extract had
satisfactory properties for application in the treatment of cutaneous wounds.

Keywords: Grape. Chitosan. Membrane. Phenolic compounds. Wound healing.
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1 INTRODUCAO

A pele é um dos principais 6rgdos do corpo, pois exerce um papel de extrema
importancia no ser humano atuando como interface entre o organismo e o ambiente externo.
Desta forma, evita-se 0 contato interno com agentes fisicos e quimicos e também contra
microrganismos patogénicos. Dentre outras importantes funcdes estdo o impedimento da
perda de &gua, a garantia da homeostasia de liquidos e minerais, atuacdo na secregdo e
excrecdo de moléculas enddgenas, participacdo na regulagdo térmica e atuacdo como
receptores para a percepcao do meio ambiente (BOROJEVIC; SERRICELLA, 1999). Apesar
desta vasta funcionalidade, a pele estad vulneravel a ataques externos, o que provoca lesoes,
cortes e queimaduras (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Ap06s o rompimento tecidual inicia-se o processo de reparo, no qual uma sequéncia de
reacdes ocorre a fim de reconstruir o tecido lesionado. Esta série de reacdes denomina-se
como sendo o processo de cicatrizacdo. A cicatrizagcdo tem como finalidade substituir o tecido
danificado por um tecido conjuntivo vascularizado, reconstituindo assim a homeostasia
tecidual (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Por esta razdo, é importante o conhecimento desse processo para que melhores
tratamentos sejam elaborados com o intuito de acelerar a cicatrizagdo, evitar infecgbes que
agravem as lesbes e também proporcionar o bem-estar do paciente (OLIVEIRA; DIAS,
2012).

Variados métodos vém sendo estudados para amenizar e até mesmo solucionar estes
problemas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incentiva fortemente o estudo de plantas
para esta finalidade, porém, sempre avaliando os beneficios e riscos de seu uso (SANTOS et
al., 2012). Poucos estudos citam o poder cicatrizante da uva, entretanto, em sua composi¢do
ha compostos fendlicos, como os flavonoides e o0s taninos condensados, que possuem
caracteristicas anestésicas, agente esterilizante, agente promotor da regeneracdo celular além
de propriedades bactericidas e antivirais (ABE et al., 2007).

Os biomateriais também estdo conquistando espaco na area médica. Como biopolimero
destaca-se a quitosana, um derivado da quitina encontrada em exoesqueletos de crustaceos e

insetos. A quitosana possui propriedades, como poder hemostatico e funcdo analgésica, que
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contribuem para uma boa cicatrizacdo de feridas, além de ser biocompativel, atoxica,
biodegradavel e possuir atividade antimicrobiana (FRANCO, 2014).

Portanto, tanto a uva quanto a quitosana possuem caracteristicas ideais para que haja
uma boa cicatrizagdo em feridas cutdneas. Até entdo ndo foram localizados estudos com
membranas de quitosana e extrato de uva para a utilizagdo em tratamento destas lesdes.
Ferreira et al. (2014) devenvolveram e caracterizaram membranas de quitosana e extrato de
uva para aplicacdo em embalagens comestiveis a fim de reduzir a oxidacdo e,
consequentemente, a deterioragcdo nos alimentos.

O desafio € elaborar um Unico material que aumente a velocidade de cicatrizacdo e
seja economicamente vidvel, sendo acessivel a toda populagdo. Desta forma, esta pesquisa
tem como objetivo desenvolver e caracterizar membranas a base de quitosana e extrato de
casca de uva para tratamento de feridas cutaneas. Em especifico, objetiva-se extrair 0s
compostos fendlicos da casca de uva, desenvolver a melhor formulacdo para a membrana e, a

partir destes, analisar a morfologia, 0s comportamentos hidrico, térmico e antimicrobiano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este topico aborda de maneira sucinta, os principais conceitos encontrados na literatura
gue envolvem o tema estudado. Foram descritas informacg6es sobre a pele, feridas cutaneas e
0 processo de cicatrizacdo, biomateriais e as plantas no tratamento de feridas cutaneas, a uva e
a cultivar Jacquez e, finalizando com os métodos de extracdo e analise de compostos

fenélicos.

2.1 PELE

A pele consiste em um sistema epitelial equivalente ao de mucosas, sistema digestivo e
ao trato urogenital que possui a funcdo de proteger estruturas internas do ambiente externo. O
que difere a pele destes tecidos epiteliais é o fato do ambiente externo, a que esta exposta, ser
imensamente agressivo. Pode-se denominar a pele como a fronteira entre 0 organismo e o
ambiente (HARRIS, 2003).

Ela possui fungdes importantes como garantir sua prépria integridade assim como a do
organismo interno, protegendo contra agressdes de agentes externos; controlar a absorcdo e
secrecdo de liquidos; controlar a temperatura; proteger da absorcdo de luz ultravioleta bem
como seus efeitos nocivos a salde; atuar no metabolismo da vitamina D; além de funcGes
estéticas e sensoriais (HARRIS, 2003).

Sua estrutura basica é formada por dois tecidos principais: a epiderme e um tecido
conectivo formado pela derme e a hipoderme (Figura 1). A epiderme se localiza na parte mais
externa, possui uma estrutura mais compacta e impermeavel sendo perfurada por poros dos
foliculos pilossebaceos e das glandulas com origem na derme. Ela ndo € vascularizada, recebe
0s nutrientes através da derme por permeacdo capilar. Entre a derme e a epiderme esta a
membrana basal, na qual sua ultra-estrutura proporciona a pele parte de suas propriedades
mecéanicas. Em sua area mais profunda encontra-se uma rede de coldgeno com fibras
longitudinais possuindo uma estrutura emaranhada com aberturas para os canais sudoriferos e
para os infundibulos dos foliculos pilossebasseos (HARRIS, 2003).

A derme contém os tecidos conectivos fibrosos de elastina e colageno. Além de pélos e
glandulas sudoriparas e sebaceas estdo presentes os nervos, células matrizes, fibroplastos,

miofibroplastos e macréfagos. E muito vascularizada assegurando a nutricio sanguinea da
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epiderme. Ja a hipoderme é formada por um tecido conectivo gorduroso, tecido adiposo,
contendo nervos e vasos sanguineos. A funcdo do tecido adiposo é regular a temperatura, agir

como termoisolante, suprimento de energia, protecédo e suporte (HARRIS, 2003).

Figura 1 — Estrutura geral da pele identificando os
tecidos principais: epiderme, derme e
hipoderme.
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Fonte: MONTAGNA,; EBLING, (2016).

Assim como todo organismo multicelular, a pele possui um tempo limtado de vida e
sofre mudangas fisioldgicas com o passar do tempo. Estas mudancas sdo atribuidas a varios
fatores, como defeito genético, meio ambiente (principalmente & exposicéo solar), surgimento
de doencas e expressdes de genes do envelhecimento. Sobre todas estas causas atuam 0s
radicais livres. Este termo se refere a &tomos ou moléculas que sdo altamente reativos devido
ao nao emparelhamento de elétrons da ultima camada. Seu potencial reativo pode ser variado,
no qual os menos reativos sdo mais estaveis e seletivos em relagdo aos seus substratos, e 0s
mais reativos sdo menos seletivos e muito instaveis interagindo com qualquer substrato e séo
considerados 0s mais perigosos para o sistema celular. H4 uma grande variedade de radicais
livres e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (Eron), regularmente eles atuam como
bases abstraindo atomos de hidrogénio, como nucledfilos, substituindo outros grupos e se
adicionando a sistemas insaturados (HARRIS, 2003).
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As camadas que compoem a pele também sofrem alteragcfes histologicas e funcionais.
Na epiderme ha uma grande diminui¢do da atividade biossintética dos queratindcitos, que sao
0s principais constituintes deste tecido e responsaveis pela producdo da queratina, alem da
diminuicdo de sua espessura. A membrana basal tem a redugdo do colageno IV que é
responsavel pela estabilidade mecénica do tecido e é usada como molde para novas moléculas
na regeneracao tecidual. Na derme e hipoderme ocorre uma diminui¢do da biossintese dos
fibroblastos, reduzindo os teores de colageno e elastina que garantem as propriedades
mecanicas da pele e também reducdo do tecido adiposo. Quando expostas a radiacao solar,
essas perdas sdo mais intensas (HARRIS, 2003).

2.2 FERIDAS CUTANEAS

Quando a pele sofre ataques externos hd um rompimento tecidual, no qual ocorrem
danos em sua estrutura dando origem as feridas cutaneas. Elas podem ser classificadas, ap6s
exame fisico e historico clinico, em feridas agudas ou crbnicas e em limpa, limpa-
contaminada, contaminada e infeccionada, conforme o grau de contaminacdo (SANTOS,
2016).

As feridas agudas sdo consideradas desde um simples arranhdo até uma leséo profunda
que conseguem uma cura completa, com o minimo ou nenhuma formag&o de cicatrizes, em
um prazo de trés semanas. Certos tipos de ulceras ou feridas diabéticas sdo consideradas como
feridas crénicas e comecam a se desenvolver quando a ferida ndo se cicatriza apds um tempo
minimo de trés meses. Estas feridas apresentam elevado nivel de exsudato, em razdo ao
periodo extenso de inflamacdo, destruicdo dos tecidos adjacentes o que leva a uma
predisposicdo as infecccdes (PATRULEA et al., 2015; SANTOS, 2016).

As feridas limpas ndo apresentam sinal de infec¢do, pois ocorrem em condicdes
assépticas e ndo abrangem os sistemas respiratorio, digestivo e genito-urinario. Apresentam
baixa probabilidade de infeccdo, entre 1 a 5%. As lesbes limpa-contaminadas ja apresentam
algum grau de contaminacdo e ocorrem, normalmente, em operacdes cirdrgicas dos sistemas
respiratorio, digestivo e genito-urinario. A possibilidade de infeccbes é em torno de 10%. As
feridas contaminadas sdo provenientes de lesdes ocorridas ha mais de seis horas, acidentais,
desenvolvidas perto ou sobre areas contaminadas e/ou inflamadas, ou sem terem tido uma

assepsia correta. Estas feridas podem alcangar um nivel de infecgdo entre 20 e 30%. Quando
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as feridas ja apresentam sinais de infeccdo como pus, perfuracdo de visceras ou contagem
bacteriana superior a 100 mil organismos por grama de tecido, elas sdo tidas como
infeccionadas (SANTOS, 2016).

No Brasil, 0 ministério da satde tem dado uma atencdo maior ao tratamento de feridas
cuténeas, tanto ao que se refere as queimaduras quanto as feridas crénicas (CRUZ et al.,
2012).

As queimaduras ocorrem geralmente em ambientes domésticos e sdo comumente
provocadas pelo manuseio de liquidos superaquecidos. As estatisticas apontam a agua quente
como principal causadora das queimaduras em criangas de 0 a 5 anos de idade, totalizando
37,1% de casos. Em seguida estdo os liquidos combustiveis onde o alcool colabora com cerca
de 20% dos casos (CRUZ et al., 2012).

Outros meios de sofrer queimaduras sdo as exposicdes direta da pele as chamas,
superficies quentes, frio, substancias quimicas, radiacdo, atrito ou friccdo. As lesdes com
substancias quimicas sdo oriundas de &cidos, bases, organicas ou inorganicas. Esta exposicao
destroi parcial ou totalmente o tecido epitelial, expandindo os danos para o tecido celular
subcutaneo, musculos, tenddes e 0ssos (TAVARES; HORA, 2011).

Queimaduras de decorréncia elétrica provocam destruicdo tecidual e necrose interna,
ainda que, as lesdes externas aparentem ser pequenas (TAVARES; HORA, 2011). Uma grave
complicagdo das queimaduras é a infeccdo, responsavel por 75 a 80% dos 6bitos. Elas séo
decorrentes da extensdo superficial corporal queimada, translocacao bacteriana gastrintestinal,
internacdo prolongada e uso inadequado de anitimicrobianos, além dos procedimentos
invasivos que comprometem a defesa natural (CRUZ,2012; TAVARES; HORA, 2011).

Além das queimaduras, as feridas cronicas representam uma grande preocupacao para o
sistema de salde. Existem pacientes com feridas durante vinte ou até trinta anos. Ulceras
venosas de perna, Ulceras de pressédo e Ulceras de pés diabéticos incluem estes tipos de feridas.
Com uma maior frequéncia tém-se as Ulceras de pressao, que afetam mais de 60% dos doentes
com feridas cronicas. Estas sdo lesdes ocasionadas pela isquemia tecidual prolongada em
razdo da pressdo mantida dos tecidos moles entre 0 0sso e uma superficie dura. As Ulceras de
perna sdo resultado da hipertensdo venosa, ou seja, alteragdes no sistema venoso ou arterial,
que esta associado a pacientes com diabetes e/ou artrite reumatoide. Por outro lado, estdo as

Ulceras de pés diabéticos possuindo um custo de bilhdes de ddlares anuais. Elas geram
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complicagdes neuropaticas e vasculares, aléem de um defeito na espessura da pele que requer
um grande periodo de tempo para cicatrizacdo (CRUZ et al., 2012).

Existem também as feridas cirirgicas complicadas, necrotizantes, traumaticas, de
vasculite e as feridas pos-radiacdes. Se uma incisao cirurgica abre apos realizada a operagéo,
ela é denominada como ferida cirtrgica complicada. Elas surgem devido as infec¢bes ou
isquemia tecidual e sdo agravadas pelas condi¢cdes clinicas dos pacientes. Feridas
necrotizantes possuem uma infeccdo agressiva dos tecidos, ocasionando lesdes profundas e
necrose tecidual. Este é o caso das celulites graves e da sindrome de Founier, no qual ambas
ocorrem em pacientes com imunossupressao ou doenca associada (COLTRO et al., 2011).

As feridas traumaticas sdo decorrentes de traumas graves como deslocamentos e perdas
de tecidos dos membros inferiores, amputacfes de membros e dedos, contusdes, laceracoes e
esmagamentos. Feridas de vasculite ocorrem devido as inflamagdes dos vasos sanguineos ou
por imunopressao, em razdo de doencas como artrite eumatoide, IUpus, esclerodermia,
dermatomiosite, anemia falciforme, entre outros. E, finalmente, as feridas denominadas pos-
radiacdo sdo as patologias de radiodermite ou radionecrose em decorréncia da radioterapia no
tratamento de neoplasias (COLTRO et al., 2011).

2. 3 CICATRIZACAO DE FERIDAS

A cicatrizacdo de feridas pode ser entendida como um conjunto de processos que se
iniciam logo apos a ocorréncia de uma lesdo, ou seja, € um processo espontaneo. Ela é uma
resposta inflamatéria aguda, com edema e formacdo de exsudato seroso, provocando morte
celular, ruptura dos vasos sanguineos, seguidos por coagulacao e alteracdo da vascularizagdo
(ALVES; MACHADO; NORONHA, 2011).

O processo ocorre através de trés fases distintas e superpostas (Figura 2): inflamacao,
proliferacdo e maturacdo (MITCHELL et al., 2012).
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Figura 2 - Etapas da cicatrizagdo de feridas cutaneas.
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Fonte: MITCHELL et al. (2012, p. 57).

A inflamacao ocorre logo apos a ocorréncia da lesdo, se prolongando normalmente por
24 a 72 horas. Possui como objetivo a reparagédo tecidual e a restauracdo da funcionalidade.
Nesta etapa um coagulo sanguineo se forma para estancar o sangramento e também viabilizar
uma matriz rica em fatores de crescimento e quimiocinas agindo assim, como suporte para a
migracdo dos leucdtcitos e células estromais. Apos 24 horas, os neutrofilos surgem nas
margens e tem inicio o processo de esterilizagdo da ferida e degradagdo de residuos
(MITCHELL et al., 2012).

Transcorridos dois dias da lesdo o tecido de granulacdo é formado por meio da
proliferacdo de fibroblastos e de endotélio. Este € um tecido conjuntivo vascularizado frouxo
e marca o inicio da reparacdo do tecido. H& formacdo de edema local, pois 0s vasos ainda ndo
possuem uma boa vedacdo, 0 que aumenta a deposicdo de proteinas e liquidos nos tecidos.
Esta primeira etapa do processo de cicatrizacdo deve ser finalizada em até trés dias nas feridas
cirdrgicas ou agudas. A presenca de bactérias ou tecidos necrosados irdo estender o periodo
de inflamagdo ocasionando o desgate do paciente. Assim, principalmente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, normalmente presentes na contaminagdo das
feridas, devem ser evitadas (CAMPOS et al., 2007; MITCHELL et al., 2012).

A proliferacao celular ocorre ap6s quatro dias da injdria, onde tem-se a substituicdo dos

neutrofilos pelos macrdéfagos. Eles sdo elementos fundamentais na limpeza de residuos,
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direcionamento da angiogénese e na deposi¢cdo de matriz extracelular (MEC). Em seguida, a
estrutura do tecido de granulacdo é convertida em uma cicatriz composta de fibroblastos e
colageno. No processo de cicatrizacdo os macréfagos sdo 0s principais elementos para a
producdo de varios fatores, especialmente o agente de crescimento transformador
fibrinogénico TGF-B, que ira levar a migracdo e proliferacdo de fibroplastos e producdo de
MEC (MITCHELL et al., 2012).

Decorrentes duas semanas da lesdo tem-se principalmente a deposicéo de coldgeno com
regressao da vasculatura, no qual o tecido de granulagdo € convertido em uma cicatriz
avascular sem inflamacdo e coberta por epitélio integro. A contracdo da cicatriz ocorre em
lesbes maiores devida a acdo de miofibroblastos e possui 0 aspecto sintético dos fibroblastos e
a capacidade contratil das células da musculatura lisa. Desta forma, estes elementos reduzirdo
a area da ferida (MITCHELL et al., 2012).

A etapa de remodelagdo tem inicio na terceira semana. Nesta fase ocorre a deposigdo
aleatoria do colageno obedecendo a orientagdo e organizacao das fibronectinas e a diregdo da
natureza das forcas de tensdo aplicadas sobre o tecido. Em seguida, as metaloproteinases que
sdo produzidas pelos macrofagos, neutrofilos, fibroblastos e células epiteliais digerem as
fibras que s&o ressintetizadas e organizadas conforme o sentido das fibras do tecido
conjuntivo adjacente. Como resultado hd formacéo de fibras de colageno maiores e uma
cicatriz com aparéncia mais uniforme. Terminada esta etapa ocorre uma regeneracdo limitada
dos anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas, e uma cicatriz de coloracao palida
com até 80% da forca de tensdo original (SANTOS, 2016).

Existem vérios fatores que afetam negativamente o processo de cicatrizacdo de feridas,
dentre eles encontram-se os fatores locais e 0s sistémicos. Os fatores locais estdo relacionados
aos residuos, que estdo dentro da ferida, e a0 movimento. Eles atuam como uma barreira
fisica para o desenvolvimento ordenado do tecido de granulacédo e deposicdo de colageno. A
existéncia de uma infeccdo é o maior empecilho para um processo de cicatrizacdo, onde as
bactérias presentes na pele podem colonizar a ferida e, consequentemente, haver uma
deficiéncia do fluxo sanguineo para a lesdo, diminuindo desta forma a taxa de recuperacao.
Quando a ferida esta exposta a uma alta mobilidade, ela se torna mais predisposta a
inflamacdo. Por outro lado, quando completamente imobilizada, a ferida leva a um arranjo
desorganizado do colageno substituinte (ALVES; MACHADO; NORONHA, 2011).
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Os fatores sistémicos incluem, entre outros, o estado nutricional, a hipotermia, o trauma
e 0 uso de anti-inflamatérios (ALVES; MACHADO; NORONHA, 2011).

A escassez de proteinas antes da lesdo leva a uma formacdo reduzida de reacdes
teciduais, ocorrendo o contrario quando a perda ocorre ap6s o ferimento. A vitamina C é de
extrema importancia para a sintese do coldgeno e também para a producdo de N-acetil
galactosamina, um componente de matriz e tecido de granulagdo. Sua falta reduz a resisténcia
da ferida a tensdo e retarda o processo de cicatrizacdo. O mineral magnésio é responsavel pela
sintese de proteinas e o zinco facilita a fungdo das metaloproteinas que sdo importantes para o
colageno e para a fase de remodelagem. A temperatura também influencia na cicatrizacdo de
feridas. Quando baixas, reduzem a microcirculagéo local devido a diminui¢do da oxigenagdo
e nutricdo tecidual (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Alguns anti-inflamatorios ao invés de auxiliarem na cicatrizacdo acabam por interferir
negativamente, tornando a pele mais suscetivel ao surgimento de lesdes e outras patologias
cutaneas. Como por exemplo, pode-se citar os anti-inflamatérios esteroidais. Eles reduzem a
fase inflamatoéria inibindo a taxa e qualidade da cicatrizacdo. Desta forma, os tecidos
granulares ndo sdo formados corretamente e causam proliferacdo dos fibroblastos e
neovascularizacdo (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

O campo de estudo para cicatrizacdo de feridas é amplo devido a diversidade de
feridas existentes. As areas cirdrgicas estdo sempre em busca de inovacdes, entretanto, o
controle das feridas pds-cirurgicas ainda € um grande desafio. Com relacdo as queimaduras,
no Brasil, 0 nimero anual de vitimas é de cerca de 170 mil, de acordo com o Ministério da
Saude. No mundo, cerca de 320 mil criangas morrem vitimas de queimaduras a cada ano.
Dentre todos esses casos, 95% ocorrem nos paises em desenvolvimento, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (FRANCA, 2010).

O tratamento das feridas cronicas também esta propenso a novas tecnologias. Desta
forma, o uso de polimeros biocompativeis como a quitosana, pectina, gelatina,
policaprolactona, acido hialurénico, dentre outros, tém sido descritos (PATRULEA et al.,
2015).

2.3.1 Tipos de cicatrizacéo
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Ao atender o paciente, inicialmente 0 médico cirurgido classifica a ferida para s6 depois
determinar qual o melhor método de cicatrizacao a ser adotado. Ha trés tipos de cicatrizacdes:
por primeira, segunda e terceira intencdo (SANTOS, 2016).

Na cicatrizagdo por primeira intencdo é realizada a restauragdo tecidual através de
suturas, adesivos, colas ou grampos das bordas das feridas geradas com menos de 24 horas. O
local da lesdo deve estar limpo e as bordas devem estar proximas para que seja possivel a
adocao desta técnica. O reparo ocorre de forma rapida e sem complicacdes, pois as condi¢des
sdo favoraveis havendo um equilibrio em todas as fases do processo. Existe um metabolismo
satisfatério de colageno, proliferacdo celular e degradacdo da matriz extracelular. Nessa
classificacdo, as feridas sdo ocasionadas por agentes lesivos que produzem apenas uma
pequena ruptura da camada epidérmica e causam uma reduzida destruicdo de tecidos
conjuntivo e epidérmico adjacentes, logo a regeneracdo epitelial &€ predominante (SANTOS,
2016; YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

Caso as bordas das feridas ndo possam ser aproximadas devido a perda excessiva de
tecido, tem-se a cicatrizacdo por segunda intencdo. Estas feridas serdo restauradas abertas e
ocorrera a contracdo das margens e reepitelizacdo apds formacéo do tecido de granulagédo. O
tempo de cicatrizagdo sera maior, uma vez que as etapas de angiogénese e reepitelizacdo sdo
mais prolongadas, desta forma estardo mais predispostas as infec¢fes. Essa reparacdo é
normalmente empregada para o tratamento de Ulceras diabéticas, vasculares ou de pressdo, ou
em pacientes com infec¢des, deiscéncias, inadequada perfusdo sanguinea ou imunossupressao
que ndo se cicatrizam corretamente por primeira intencdo (HARPER; YOUNG;
MCNAUGHT, 2014; SANTQOS, 2016).

A cicatrizacdo por terceira intencdo é aplicada quando a area lesionada apresenta
infeccdo ou algum tipo de contaminacdo, entretanto, existe uma quantidade adequada de
tecidos permitindo a aproximacdo das bordas. Assim, primeiro é necessario o tratamento do
quadro de infeccdo e depois ocorre a sutura da lesdo (GODEIRO; MONTENEGRO;
FAGUNDES, 2012; SANTOS, 2016).

2.3.2 Curativos
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Na histdria a preocupacdo em relagdo ao tratamento de feridas existe desde 3000 anos a.
C., onde as pessoas utilizavam varios meios para tratar as lesées. Como por exemplo, faziam
uso de extratos de plantas, dgua, neve, gelo, frutas e até lama (PIRIZ et al., 2014).

Os egipcios empregavam 0Gleos vegetais e aderiam as faixas de algoddo. J& gregos e
romanos usavam banhas, dleos minerais, pomadas, entre outros. As plantas medicinais
ganharam destaque nos monastérios no periodo medieval, no qual defendiam a importancia da
manutencdo da ferida limpa e remocdo de corpos estranhos. O surgimento da penicilina foi
marcado na | Guerra Mundial, trazendo um controle da infeccdo e uma aceleragdo no
processo de cicatrizacdo (PIRIZ et al., 2014).

Atualmente, apesar da vasta diversidade de curativos existentes com propriedades e
usos variados existe dificuldade em encontrar uma combinacao curativo/ferida ideal para uma
lesdo em particular (YOUNG, 2015).

Os curativos podem proporcionar as feridas dois ambientes: Umido ou seco. O
ambiente umido tem algumas vantagens sobre o ambiente seco. Ele previne a desidratacdo do
tecido que leva a morte celular, pode aumentar a movimentacdo das células epidérmicas e a
formacédo do tecido de granulacdo e evita a perda excessiva de liquidos. Além disso, esse
ambiente contém mais fatores de crescimento que aumentam a angiogénese e diminuem a
fibrose e servem como barreira contra traumas e infec¢bes. Desta forma, proporcionam para o
paciente menor sensacdo de dor, melhor conforto em suas atividades diarias, trocas de
curativos com menos frequéncia e menor formacdo do tecido cicatricial (POWERS;
MORTON; PHILLIPS, 2013).

Os biomateriais estdo ganhando espaco na area de cicatrizacdo de feridas. Dentre 0s
biomateriais utilizados para esta aplicac¢do estdo os filmes, espumas, hidrocoloides, alginatos e
hidrogéis (BRIANEZI, 2016).

2.4 BIOMATERIAIS E TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS

Biocompatibilidade é o pré-requisito essencial para que um material classifique-se como
biomaterial. Este tem por funcdo tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou
funcdo do corpo. Para ser biocompativel, um material deve receber uma resposta positiva do
seu hospedeiro para determinadas aplicacdes (NAIR; LAURENCIN, 2005).
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Dentre os materiais que podem ser considerados biomateriais, estdo os metais,
ceramicas, vidros e os polimeros. Os polimeros recebem maior atencdo na area médica. Isto
pode ser explicado em razdo de sua flexibilidade, permitindo assim, sintetiza-los de acordo
com as propriedades fisicas e mecanicas de varios tecidos ou 6rgdos do corpo (NAIR;
LAURENCIN, 2005).

Para desempenharem a funcdo de recobrimento de feridas, os biomateriais devem
proteger a lesdo contra a perda de fluidos e proteinas, prevenir a invasao de bactérias,
melhorar e estimular o processo de cicatrizacdo, promover adequadas trocas gasosas e
térmicas com o ambiente externo e acima de tudo ser biocompativel e atoxico. Eles devem
preencher a regido afetada até a completa recomposi¢do do tecido, ou seja, sua funcao é
temporaria. No caso, por exemplo, de préteses que substituem valvulas cardiacas, 0s
biomateriais devem ser permanentes sendo utilizados por tempo indeterminado na
substitui¢do do tecido lesionado (FRANCO, 2014).

Os principais tipos de curativos utilizados como biomateriais sdo: filmes, espumas,
hidrocoloides, alginatos e hidrogéis que devem conter transparéncia, flexibilidade,
durabilidade, resisténcia mecanica, permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio,
impermeabilidade aos microrganismos e espessura fina (FRANCO, 2014).

Filmes sdo folhas finas auto-adesivas que possuem transparéncia e sdo permeaveis a
gases e vapor d’agua, mas impermeaveis as bactérias. Sdo facilmente compativeis com feridas
com angulos e formas complexas. Como vantagens permitem a visualizacdo da ferida e
flexibilidade para usar como curativo primario ou secundario. Entretanto, por alguns materiais
nédo conterem propriedades absorventes podem levar ao excesso de acumulagéo de exsudato
(POWERS; MORTON; PHILLIPS, 2013; YOUNG, 2015).

Nas espumas a camada externa € permeavel ao vapor de dgua e pode ter taxas variaveis
de transmissao de vapor de umidade, entretanto, protege contra bactérias. J& o interior possui
as propriedades de absorcdo. Estes curativos podem ser ou ndo aderentes e, quando néo séo,
um filme secundério pode ser necessario. Eles sdo utilizados sobre as proezas 6sseas ou
dentro de cavidades exsudativas e devem ser substituidos quando ha encharcamento em razéo
do exsudato (POWERS; MORTON; PHILLIPS, 2013).

Os hidrocoloides sdo compostos por matrizes poliméricas reticuladas com adesivos e
amidos integrados, como celulose, gelatina, pectina e guar. Se apresentam sob forma de
folhas, pastas e pds. Quando em contato com exsudatos das feridas, os hidrocoloides formam
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géis. Em forma de folha o curativo é auto-adesivo, impermedvel e ndo necessita de um
curativo secundario. Como desvantagens podem-se citar a natureza opaca do curativo que
limita as verificacbes frequentes da ferida e o gel formado pode ser grosso, amarelo e com
mal odor, podendo ser confundido com infec¢do. Devem ser trocados a cada quatro dias,
dependendo do grau de saturacdo. Eles sdo Otimos para aplicacBes em articulacbes pois
oferecem amortecimento suave. Também sdo ideais em feridas pos-operatorias, Ulceras de
pressdo superficial e Ulceras rasas nas pernas (POWERS; MORTON; PHILLIPS, 2013;
YOUNG, 2015).

Os curativos de alginato sdo compostos por algas. Os ions de célcio contidos no
curativo interagem com o0s ions de sodio do exsudato da ferida para formar um gel de
alginato. Este gel é muito absorvente, o que torna este curativo a melhor opcdo para feridas
altamente exsudativas. Por esta razdo, este curativo € muito indicado para pacientes com
Ulceras drenantes trazendo melhor qualidade de vida a eles. O calcio liberado também
apresenta propriedades hemostaticas que promovem a coagulacdo. Deve-se realizar a troca do
curativo semanalmente, caso contrario, eles podem secar e aderir a ferida ocasionando dor aos
pacientes. Sdo aplicados em Ulceras de pressdo profunda, pioderma gangrenoso e ulceras
exsudativas na extremidade inferior (POWERS; MORTON; PHILLIPS, 2013; YOUNG,
2015).

Os hidrogéis sdo polimeros reticulados de amido compostos por até 96% de agua. Eles
podem ser sintetizados na forma de folhas, géis amorfos (secos ou pré-misturados) e gazes
impregnados. Eles possuem uma melhor aplicacdo em feridas secas, pois conseguem reidratar
e manter o ambiente Umido. Também causam o efeito refrescante na ferida diminuindo a
sensacdo de dor. Como desvantagens eles requerem um curativo secundario, uma vez que ndo
sdo aderentes e sua capacidade de absorcédo € limitada, assim em feridas com alta liberacédo de
exsudato ndo possuem aplicacdo requerida. Os curativos devem ser trocados a cada trés dias,
dependendo da necessidade de hidratacdo da ferida. Estudos mostram que eles possuem
aplicacdo sobre feridas de Ulceras de pés diabéticos, queimaduras superficiais e de espessuras
parciais (POWERS; MORTON; PHILLIPS, 2013; YOUNG, 2015).

Nos altimos anos, varias formas de curativos de feridas a base de quitina e quitosana
estdo sendo comercialmente disponiveis, assim como diversos estudos vém sendo publicados.

Elas podem ser facilmente sintetizadas na forma de hidrogeis, nanoparticulas, granulos, filmes
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e espumas em variados tipos de aplica¢Ges biomédicas, como na liberacdo de medicamentos e
em processos de cicatrizacdo de feridas (JAYAKUMAR et al., 2011).

2.4.1 Quitosana

Dentre os biomateriais, a quitosana vem tendo destaque na aplicagdo como curativos e
substitutos de pele. Obtida a partir da desacetilacdo da quitina, polissacarideo extraido
principalmente do exoesqueleto de crustaceos e insetos, a quitosana também pode ser
encontrada naturalmente em fungos pertencentes aos géneros Mucore zygomicetes. E um
copolimero linear com ligacdo B-1,4, juncdo entre glucosamina (2-amino-2-desoxi-p-D-
glucose) e quantidades menores de N - acetilglucosamina (NASCIMENTO et al., 2009). Foi
descoberta em cogumelos em 1811, pelo quimico francés Henri Braconnot, mas somente em
1970 Prudded concluiu que a glucosamina e N-acetil-D-glucosamina acelerava os processos
de cicatrizacdo de feridas. Na década de 1980 a quitosana foi utilizada pela primeira vez para
este fim. A partir deste momento, quitina e quitosana foram intensamente pesquisadas para
melhorar a cicatrizagdo de feridas em animais e seres humanos (PATRULEA et al., 2015).

A estrutura da quitosana, diferente da quitina, contém o grupo amino. A quitina possui
uma estrutura semelhante a celulose, alterando-se somente o carbono-2, no qual se encontra
ligado um grupo OH na celulose e grupo acetilado (-NHCOCH3) na quitina (FRANCO,
2014). A Figura 3 apresenta as diferentes estruturas descritas.

Variadas pesquisas relatam as propriedades Unicas e ideais para a cicatrizacdo de feridas
que a quitosana possui. Ela é biodegradavel, biocompativel, atdxica, possui propriedades
antimicrobianas e antifingicas contra varios agentes patogénicos, tais como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, € hemostatica e possui a funcdo analgésica. A quitosana ainda
estimula a atividade de macréfagos e fibroblastos sobre o processo de cicatrizagdo, 0 que
resulta em uma maior formacdo de tecido de granulacdo. Pode ser utilizada em formatos
variados, como em géis, filmes e nanoparticulas. Com todas estas caracteristicas seu campo
de aplicacdo € vasto, especialmente nas areas médica, veterinaria e cosmética
(NASCIMENTO et al., 2009; PATRULEA et al., 2015; SILVA et al., 2006).
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Figura 3 - Estrutura da quitina, quitosana e celulose.
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Fonte: Adaptado de ASSIS ; VALMIR (2003, p. 224).

Um bom curativo deve manter a ferida umida, garantir solubilizacdo dos fatores de
crescimento e/ou dos agentes antimicrobianos e suportar o crescimento de fibroblastos, ter
uma boa absor¢édo de exsudato e boa capacidade de troca de oxigénio. A quitosana atende a
esses requisitos, pois interage com muitos processos celulares durante todo o processo de
cicatrizacdo. Ela promove a migracdo de leucocitos polimorfos nucleares, os neutréfilos, e
promove a granulacdo por induzir proliferacdo de fibroblastos dérmicos. Durante as fases
iniciais, ela exibe sua propriedade hemostatica e promove a infiltracdo e migracdo de
neutrofilos e macréfagos. Desta forma, as feridas sdo protegidas de agentes externos e forma-
se um tecido de granulacdo permitindo a formacédo de tecido fibroso e uma reepitelizacéo.
Quando ha formacdo de cicatrizes hipertroficas, que é causada pela excessiva producdo de
colageno na fase de remodelacéo, a quitosana diminui o tecido da cicatriz permitindo uma boa
reepitelizacdo (PATRULEA et al., 2015).

Huang e colaboradores (2014) estudaram a acdo analgésica e cicatrizante da quitosana e
seu derivado, carboximetilquitosana, em areas lesionadas em ratos. Os autores concluiram que
o carboximetilquitosana mostrou um efeito analgésico superior ao somente evidenciado pela

quitosana. Entretanto, os dois compostos mostraram eficientes efeitos cicatrizantes.



28

Okamoto e colaboradores (2003) estudaram os efeitos da quitina e quitosana sobre a
coagulacdo do sangue agindo sobre as plaquetas. Concluiram que a quitosana mostrou-se mais
efetiva na coagulacdo sanguinea comparada a quitina, enquanto que a quitina foi capaz de
agregar mais plaquetas do que a quitosana. Quando combinadas elas liberam na ferida
compostos que desempenham papéis importantes no processo de cicatrizacdo. Desta forma,
seria interessante a combinacdo da quitina e da quitosana para aplicacdo biomédica,
especialmente para a hemostasia.

Zheng e Zhu (2003) estudaram a atividade antibacteriana de moléculas de quitosana
com diferentes pesos moleculares contra bactérias gram-negativa e gram-positiva
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus, respectivamente). Foi observado que para
bactérias gram-positivas quanto maior a massa molecular de quitosana maior seré a atividade
antimicrobiana. Por outro lado, para bactérias gram-negativas, quanto menor a massa da
molécula maior sera sua atividade antimicrobiana. No caso das gram-positivas, a molécula de
alto peso molecular forma peliculas ao redor da célula que acabam por inibir a absor¢do de
nutrientes, enquanto que a quitosana de baixo peso molecular penetra mais facilmente nas

bactérias gram-negativas, causando distarbios no metabolismo desses microrganismos.

2.5 PLANTAS E TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS

Como visto, o processo de cicatrizacdo € complexo pois envolve a organizacdo de
células, sinais quimicos e remodelamento da matriz extracelular a fim de ocasionar o
fechamento rapido da lesdo para a obtencdo de uma cicatriz funcional e esteticamente
satisfatdria. Para que isso ocorra € essencial uma melhor compreensdo do processo bioldgico
envolvido (SILVA et al., 2015).

Muitos pesquisadores tém desenvolvido medicamentos para tratamento de feridas
utilizando as plantas. A pratica do uso de plantas medicinais comecou na antiguidade e
acompanha a sabedoria dos povos, culturas e geragdes. Por varios anos as plantas serviram de
base para o tratamento de diversas doencas, seja pelo conhecimento das propriedades de
determinada planta, que foi passado de geracdo a geracdo (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; PIRIZ et al., 2014).

Esta pratica tem sido acentuada inclusive em paises desenvolvidos que vém proibindo o

uso de modernas terapias com antibiéticos e corticdides devido os seus efeitos colaterais.
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Cerca de 60% da populacdo mundial faz uso de plantas para medicacdes e os produtos
naturais tém sido reconhecidos como uma fonte importante de medicamentos
terapeuticamente eficazes (SILVA et al., 2015).

Nos ultimos anos o Ministério da Saude brasileiro implementou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), ambas de 2006 que buscam incentivar o uso de praticas
complementares e plantas medicinais para o cuidado no sistema oficial de salde, de forma
segura e eficaz (PIRIZ et al., 2014).

Em geral, as plantas promovem a coagulacdo do sangue, combatem infecgdes e
aceleram o processo de cicatrizacdo, além disso sdo mais econémicas, acessiveis e mais
seguras (SILVA et al.,, 2015). Existe uma grande variedade de compostos bioativos
responsaveis pela atividade terapéutica das plantas medicinais. Dentre eles estdo os terpenos,
compostos que contém enxofre (sulfetos, glucosinolatos e tiofenos), carotendides, saponinas,
alcaloides, diferentes agUcares, Oleos essenciais, resinas, fitoesterois, proteinas, peptideos e
compostos fenodlicos que incluem os flavonoides, acidos fendlicos, taninos, ligninas,
estilbenos e cumarinas. Em especial os flavonoides, acidos fenolicos e taninos possuem
atividade antimicrobiana, propriedades antioxidantes e capacidade de aumentar a proliferacéo
celular, além de produzir coldgeno e sintetizar DNA (BUDOVSKY; YARMOLINSKY;
BEN-SHABAT, 2015).

2.5.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenga de, no minimo, um grupo
fenol. Séo gerados a partir do metabolismo secundéario das plantas, sendo essenciais para o
crescimento e reproducdo delas. Também se formam em condigdes de estresse, tais como
infeccOes, ferimentos e radiacbes UV, desta forma, atuam como agentes anti-patogénicos
(ANGELO e JORGE, 2007). Apresentam-se na forma livre ou ligados a agUcares e proteinas
e abrangem desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacdo. S&o
extremamente diversificados, tanto em suas estruturas quimicas quanto em suas fungdes
bioldgicas. Essa variedade é explicada por estarem ligados a grupos hidroxilas, metoxilas e
conjugados com acgucares. Atualmente, sdo listadas mais de 4000 estruturas fenolicas (LAGE,
2009; PIMPAOQ, 2009).
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Pela diversidade existente de processos metabdlicos para formacdo de substancias
fenodlicas, o teor quantitativo destes compostos € dificil de ser estimado no tecido das plantas
de um modo geral. Geralmente, a cada espécie vegetal se associa uma determinada familia de
polifendis como sendo mais importante, cujos teores variam com a idade e também de acordo
com o desenvolvimento vegetativo das plantas. A divisdo em subgrupos € dada em funcao do
numero de anéis fenolicos e dos elementos estruturais a que sdo ligados e que se localizam
entre eles (LAGE, 2009).

Na literatura encontra-se uma classificacdo destes compostos em trés categorias: pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza. Dentre o0s
compostos fenolicos pouco distribuidos na natureza estdo os fendis mais simples como o
pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. A esta familia também pertencem os aldeidos
derivados dos acidos benzoicos, que sdo constituintes dos 0leos essenciais, como a vanilina.
No subgrupo dos polimeros estdo os taninos e as ligninas que ndo se apresentam na forma
livre nos tecidos vegetais. Por fim, na familia dos compostos largamente distribuidos na
natureza encontram-se os fendlicos que estdo distribuidos em todo o reino vegetal. Assim
destacam-se os flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados) e acidos fendlicos
(acidos benzdico, cinamico e seus derivados) (ANGELO; JORGE, 2007).

2.5.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo produtos de origem vegetal encontrados nas frutas, vegetais,
sementes, flores e cascas de arvores e pertencem ao grupo dos polifenois. Possuem utilizacédo
como anestesico local, agente esterilizante e promotor da regeneracdo celular, protegendo e
curando lesdes, além de possuirem propriedades bactericidas e antivirais (PEREIRA, 2010).

Sua estrutura quimica consiste de anéis benzénicos e pirano (Figura 4), e sdo
diferenciados de acordo com o substituinte da cadeia lateral, que pode ser uma hidroxila, um
grupamento metoxi ou glicosidico, além da conjugacdo entre os anéis A e B. A presenca de
grupos hidroxil na posicao carbono 3 do anel C, a presenca de dupla ligacéo entre os carbonos
2 e 3 do anel C e o numero de radicais hidroxil ligados nos anéis A e B, aumentam sua
atividade antioxidante (VIEIRA, et al., 2008).
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Figura 4 - Estrutura quimica geral dos flavonoides.

Fonte: VIEIRA, et al. (2008, p. 10).

Diante das inimeras variacGes possiveis, os flavonoides também podem ser agrupados
em diversas subclasses: flavondis, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas,
flavanondis e antocianinas (Figura 5) (PIMPAO, 2009).
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Figura 5 - Esquema representativo da via biossintética das classes de flavondides.
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sintase (ANS), antocianidina redutase (ANR), leucoantocianidina redutase (LAR).

Fonte: PIMPAO (2009, p. 5).

As flavonas sdo encontradas em quantidades reduzidas nos tomates e plantas aromaticas
como as mentas. Ja em frutos citricos, como o liméo e a laranja, podem ser encontrados em
maiores quantidades. As isoflavonas se assemelham as estruturas dos estrogénios, possuindo
propriedades pseudo-hormonais e por isso séo classificadas como fitoestrogénios. Podem ser
encontradas em plantas leguminosas, como a soja (PIMPAO, 2009).

Os flavanois, di-hidroflavonois, estdo associados a taninos na madeira. As catequinas,
que sdo unidades monomeéricas de flavandis, sdo encontradas em diversos tipos de frutos e

também podem ser localizadas em vinho tinto, chocolate e cha verde. Catequina e
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epicatequina séo os principais flavandis nos frutos, enquanto galocatequina, epigalocatequina
e galato de epigalocatequina sdo encontrados em grandes quantidades em certos tecidos de
leguminosas e principalmente no cha (PIMPAO, 2009).

Quando os flavonoides estdo na forma dimérica, oligoméricos ou poliméricos, estes
compostos sdo denominados de proantocianidinas ou taninos condensados. Sdo encontrados
em frutos como uvas, péssegos, macas, péras, caqui, em bebidas como vinhos, cidra, cha,
cerveja e, ainda, no chocolate, onde sio responsaveis pela sua adstringéncia (PIMPAO, 2009).

As antocianinas sdo pigmentos glicosilados que se encontram dissolvidos no vactolo
das células de tecidos epidermiais das flores e frutos e proporcionam a coloracdo vermelha,
rosa, azul ou roxa. Elas possuem uma elevada capacidade antioxidante j& comprovada por
diversos estudos realizados (PIMPAO, 2009).

Testes bioquimicos realizados para identificar o mecanismo de agdo dos flavonoides,
demonstraram que 0s compostos inibem uma grande variedade de enzimas. Como por
exemplo, a oxigenase prostaglandina-sintetase responsavel pela biossintese de eicosanoides
fundamentais na inflamacéo, sensacdo dolorosa e reparo tissular. Também inibem a enzima
hialuronidase prevenindo a disseminacdo bacteriana (VIEIRA, et al., 2008).

Na literatura s@o encontradas varias pesquisas que comprovam a eficacia dos
flavonoides na cicatrizagdo de feridas. Siintar et al. (2009) avaliaram a atividade cicatrizante
da planta Colutea cilicica. Para tal estudo foram utilizados extratos aquosos das flores e frutos
desta planta para aplicacdo em um modelo de excisao tecidual em camundongos até completa
cicatrizacdo. Os autores afirmam que os flavonoides, identificados no extrato, séo
responsaveis pela cicatrizacdo das lesdes devido as suas propriedades antimicrobianas e pela
elevada capacidade de taxa de epitelizacéo.

Khalil, Afifi e Al-hussaini (2007) avaliaram o efeito cicatrizante dos extratos aquosos
de Inula viscosa, Ajuga chia, Rubia taenifolia e Parieteria diffusa e do 6leo essencial de Laur
us nobilis em camundongos. Nos extratos de Inula viscosa, seguido por Parieteria diffusa,
Laurus nobilis e Ajuga chia foram observados as melhores atividades cicatrizantes os quais
apresentaram compostos fenolicos/flavonoides, entre outras substancias, em sua composicao
conforme os resultados obtidos na analise fitoquimica. O extrato menos ativo foi o de Rubia

taenifolia, cuja analise fitoquimica ndo identificou tais compostos.
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2.5.1.2 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos com alto peso molecular (500 — 3000Da) oriundos
do metabolismo secundario das plantas.

Podem ser encontrados nas raizes, na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na
seiva. Eles sdo muito reativos quimicamente formando pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares, o que permite uma grande afinidade de ligacdo com proteinas. Um mol de
taninos € capaz de ligar-se a doze mols de proteinas. Também sdo capazes de se ligar a
aminoacidos e polissacarideos. Esta capacidade de ligacdo é possivel devido as propriedades
que possuem, como baixa solubilidade, moléculas grandes e mobilidade, proporcionando
assim ligacOes hidrofobicas, ibnicas, covalentes e pontes de hidrogénio (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004).

Séo classificados como hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis (Figura 6)
sdo poliésteres de acidos fenolicos como o acido galico. Sao constituidos por uma molécula
de D-glucose e ndo sdo muito abundantes na natureza. Conhecidos também como
proantocianidinas (Figura 7), os taninos condensados sdo constituidos por oligbmeros e
polimeros de unidades monoméricas de 2-fenilbenzopiranos, onde o radical (R) pode ser
mondmeros de (+)-catequina, (-)-epicatequina e (-)-epicatequina-3-0-galato. Quando
aquecidas em meio fortemente &cido e alcoolico suas ligacGes interflavanicas sdo quebradas
liberando antocianidinas por ruptura da ligagdo C-O. Essas antocianidinas podem ser as
cianidinas que se denominam como procianidinas. As proantocianidinas ddo a caracteristica
de adstringéncia por se ligarem com as proteinas da saliva, precipitam proteinas e possuem
grande diversidade estrutural em razao dos padrdes de substituicdes entre unidades flavonicas,
diversidade de posicGes entre suas ligacGes e a estereoquimica de seus compostos
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004; NASCIMENTO, 2011).



Figura 6 - Estrutura quimica de tanino hidrolisavel.
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Fonte: BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, (2004, p.72).

Figura 7 - Estrutura quimica de tanino condensado.
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Fonte: BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, (2004, p.74).

35

Estudos apontam os taninos como inibidores do crescimento microbiano. O mecanismo

esta associado a formacdo de complexos entre os taninos e a parede celular das bactérias

fazendo com que ocorra a inibicdo do transporte de nutrientes para a célula ocasionando a

morte destas. Outros estudos mostraram que os taninos alteram morfologicamente a estrutura

das bactérias. Testes in vivo identificaram acédo fungicida, antiviral, inibicdo de enzimas como

glicosiltransferases de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (CABRAL FILHO,
2004; QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002).

Franco (2014) desenvolveu e caracterizou membranas de quitosana com casca de

banana verde, ricas em taninos condensados, no qual apresentaram resultados inibitorios de
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crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. As membranas também
apresentaram permeabilidade ao vapor d’agua, caracteristica esta importante para uma maior
eficiéncia na cicatrizacdo de feridas cutaneas.

Os taninos também estdo relacionados no combate a queimaduras, em cortes epiteliais
para estancar 0 sangramento, diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo, problemas
estomacais, renais e do sistema urinario. Eles possuem estas fungdes por haver complexacao
com ions metalicos, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e complexacédo
com proteinas, polissacarideos e aminoacidos (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO,
2002).

O efeito anti-inflamatdrio dos taninos permite a aplicagdo interna, ajudando a limitar
as indicacGes de gastrite, distlrbios intestinais e Ulceras gastrica sendo possivel gracas a
neutralizacdo de enzimas autoliticas. Os taninos também permitem o tratamento de diarreias.
A diarreia é causada devido a irritacdo da enterite ou do intestino delgado provocando até
varias mortes em todo o mundo. Os taninos nao interrompem o fluxo da substancia
perturbadora no estbmago, mas ajudam a controlar a irritacdo no intestino delgado (BEELEN;
PEREIRA FILHO; BEELEN, 2008).

26 UVAEACULTIVARJACQUEZ

Em 2014, a produgdo mundial de uva em volume foi de 74,5 milhdes de toneladas
ficando em quarta colocada, perdendo para a banana, melancia e magé (primeiro, segundo e
terceiro lugares respectivamente) (PARANA, 2017). A plantacdo das videiras ocupa um
espaco total de 715,5 milhGes de hectares, no qual 71% sdo utilizadas para uvas de vinho,
27% para uva de mesa e 2% para uvas passas. A China foi o maior produtor mundial de uvas
em 2014 (11.100 milhdes de quilos), seguida pelos Estados Unidos (7.700 milhdes de quilos),
Franca (6.940 milhGes de quilos) e Italia (6.890 milhdes de quilos). O Brasil possui uma area
aproximada de 18,1 milhdes de hectares de plantagdo. A regido Sul € responsavel pela maior
producdo de vinhos finos, ja o vale do Sdo Francisco se destaca com a producdo de uvas de
mesa (MOREIRA, 2015; PROTAS, 2014).

O ciclo de uma videira € dividido em dois sub-ciclos: o vegetativo e o reprodutivo. O

sub-ciclo vegetativo varia conforme a cultivar e as condi¢Ges climéticas do local de cultivo.
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Ele compreende as fases de mobilizagdo de reservas, crescimento vegetativo, acimulo de
reservas e repouso vegetativo (dorméncia) (RODRIGUES, 2009).

A fase de mobilizacdo de reservas tem inicio pouco antes da manifestagdo do “choro”
até o inicio da brotacdo. Nesta etapa, apds as plantas passarem pelo periodo de repouso
vegetativo ou dorméncia, ocorre a ativagéo da respiracao celular, recuperacdo da absorcédo de
agua e de elementos minerais. Assim, havera a nutricdo das pontas de crescimento (gemas)
para dar inicio ao desenvolvimento e brotacdo. O “choro” antecede a brotagdo e consiste na
perda de liquido por cortes realizados em funcdo da poda. Na fase de crescimento vegetativo
as escamas que cobrem as gemas se separam dando origem a brotacdo e ao desenvolvimento
dos ramos. A fase de acumulo de reservas se inicia no “veraison”, quando ha uma parada
temporal do crescimento das bagas, perda progressiva da clorofila e inicio da coloracdo
caracteristica dos frutos, e termina com a queda natural das folhas. E, por fim, tem-se a fase
de repouso vegetativo, no qual ocorre a queda das folhas no final do ciclo e a entrada da
planta em dorméncia reduzindo sua atividade metabolica (RODRIGUES, 2009).

O sub-ciclo reprodutivo ocorre em paralelo com o sub-ciclo vegetativo. Esta etapa €
realizada sobre os ramos originados de uma gema mista do ano anterior. Sobre este ramo
ocorre também a preparacdo e a diferenciacdo das gemas prontas e das mistas para 0 ano
seguinte. Este sub-ciclo compreende as fases de indugdo, iniciagcdo e diferenciagdo floral;
florescimento, polinizagéo e fertilizacdo; fixacdo e desenvolvimento de frutos; e maturacédo e
colheita (RODRIGUES, 2009).

Na fase de inducdo, iniciacdo e diferenciacdo sdo produzidas as futuras estruturas sobre
0s meristemas apicais. Estes meristemas sofrem mudancas fisioldgicas e transformam-se da
forma vegetativa para reprodutiva originando o primérdio floral ou de inflorescéncia, até que
as gemas entrem em dorméncia. Apos a brotacdo das gemas seu processo de desenvolvimento
continua até a formacao das flores. Nas fases de florescimento, polinizacéo e fertilizacdo tem-
se inicio a formacdo dos cachos de uva. Terminada a floracdo, a fertilizacdo ocorre ap6s dois
ou trés dias da polinizagdo. Em seguida acontecem as fases de fixacdo e desenvolvimento de
frutos, no qual, apo6s a polinizacdo, o ovario da flor inicia a formacdo do fruto. A fase de
maturagao abrange o periodo que vai da mudanga de cor “veraison” até a colheita. Pode
ocorrer em um intervalo entre 30 a 70 dias, dependendo da cultivar e da regido de cultivo.
Com a maturacdo ocorre 0 aumento da baga, variacdo hormonal, acimulo de acgucares,

diminuicdo da acidez, acumulo de pigmentos, variacdo de polifendis, amolecimento das
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bagas, variagdo em compostos nitrogenados e minerais, sintese de substancias aromaticas e
modificacdo no sabor. A colheita deve ser realizada quando a uva atingir o estadio 6timo de
consumo, considerando suas propriedades organolépticas, ja que ela ndo amadurece apds a
colheita. Normalmente, utiliza-se o teor de agucar como indicativo de colheita baseando-se na
medicdo em um refratdmetro (RODRIGUES, 2009).

De acordo com a classificagdo da European and Mediterranean Plant Protection

Organization (1984), os estadios da videira sdo apresentados na Figura 8 (ELIAS, 2008).

Figura 8 — Estagios fenolgicos de videiras em geral.
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21 - 25% das flores abertas 47 - final da queda de folhas

Fonte: ELIAS (p.8, 2008).

Segundo Elias (2008), o teor de taninos condensados varia durante a maturagdo da uva,
sendo que os maiores valores sdo observados na fase chumbinho, diminuindo nas fases
seguintes (inicio e final do pintor e a maturacdo). ABE e colaboradores (2007) afirmam que o
acucar acumulado durante a maturacdo, serve de base para a origem e aumento de
antocianinas (quanto mais escura a uva maior o teor) e outros compostos relacionados ao

aroma. Fraige (2012) relata que os flavondis nas bagas de uva é baixa antes do veraison
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(inicio da fase pintor) e ha um aumento durante seu desenvolvimento. Dentre os flavanois as
catequinas, (+)-catequina e (-)-epicatequina, que mais se encontram nas uvas, possuem uma
concentracdo baixa nas bagas em formacao alcancando um méaximo durante o veraison e
diminuindo rapidamente nas maduras.

Segundo Fournand e colaboradores (2006), os taninos condensados se acumulam antes
do veraison. Se o teor e/ou a composicdo destes sofrem variagdo nas cascas durante a
maturacdo, ainda nao é possivel afirmar. Alguns autores observaram um aumento nos taninos
totais ap0s a veraison e outros uma diminuicdo. Entretanto, os métodos de analise utilizados
ndo eram sempre 0s mesmos. Da mesma forma, tanto um aumento quanto diminuicdo do grau
médio de polimerizacéo ja foi citado.

O longo tempo de cultivo da uva permite a existéncia de diferentes tipos de cultivares.
A cultivar Jacquez (Vitis bourquina) também é conhecido como cultivar Seibel Pica Longa e
teve origem na Carolina do Sul, Estados Unidos. Geralmente, seu brotamento tem inicio entre
7 a 17 de setembro e amadurece entre 15 de janeiro a 25 de fevereiro. Ela possui um potencial
produtivo de 25 a 30 t/ha e um bom potencial de concentracdo de acUcares, variando de 16 a
20°Brix e uma acidez total média de 153 meqg/L. Sua casca € muito fina dificultando seu
transporte, por essa razdo, o ideal é que ela seja vinificada logo apos sua colheita. Produz um
mosto muito bom, com coloracdo (violacea) e extrato fortes. Entretanto, sua cor ndo é
duradoura nos vinhos e nos sucos. Além de boa produtividade, a cultivar é resistente as
moléstias flngicas, como o oidio e mildio, e ao ataque da filoxera (GIOVANNINI, 2014;
SATO et al., 2008).

Ela é muito utilizado na producdo de vinhos tradicionais da llha da Madeira, nos Agores
e em partes das Canarias e de Cabo Verde. Devido & sua alta resisténcia a doengas serviu
também como porta-enxertos no sul da Franca e da Peninsula Ibérica (GALET; GRISARD,
2015).

Em 1935, na Franga, a cultivar foi interditada, assim como o comércio dos vinhos
provindos dela. A proibicéo se deu em razdo da elevada concentracdo de metanol (toxico para
0 nervo Optico) em comparacdo com os vinhos produzidos a partir da espécie Vitis vinifera.
Contudo, estudos recentes apontaram que o vinho Jacques contém uma taxa de metanol
comparavel aos vinhos Merlot, Cabenet Sauvignon e Syrah ndo sendo prejudicial para a
salde, ao contrario sdo benéficos, pois apresentam um alto teor de resveratrol (GALET;
GRISARD, 2015).
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A quem diga que essa proibigdo esta relacionada com o contexto politico-econdémico do
inicio do século XX. Nessa época, a superproducdo de vinhos levou a um questionamento da
cultura dos cultivares muito produtivos e que nao necessitavam de tratamentos fitossanitarios.
Havia a necessidade de preservar uma imagem de qualidade para a vinicultura europeia,
resultando na interdicdo de vinhos produzidos a partir de espécies que ndo fossem Vitis
vinifera. Apesar desta interdi¢do, a cultivar persiste em diversas regides europeias incluindo
regibes montanhosas do Lure na Franca (GALET; GRISARD, 2015).

A uva Jacquez foi introduzida pela primeira vez no Brasil em 1870 na cidade de
Campinas-SP pelo Dr. Reinhardt. Em 1883 foi reintroduzida pelo Dr. Pereira Barreto trazendo
a fruta da Franca. No ano de 1912, a uva ja podia ser encontrada no Rio Grande do Sul, porém
sO ficou mais conhecida em 1940. Nos dias atuais ela pode ser encontrada também nos
estados de Santa Catarina e sul de Minas Gerais (CAMARGO, 2007).

Por ser encontrada na regido do sul de Minas Gerais, esta variedade foi escolhida para a
realizacdo do presente estudo e assim analisar seu teor de compostos fendlicos e,

consequentemente, verificar se possui propriedades propicias para a cicatrizacdo de feridas.

2.6.1 Compostos fendlicos presentes em uvas

Uma grande variedade de compostos fendlicos é encontrada em produtos secundarios da
uva, tanto em seu suco quanto em seu vinho. A casca e a semente da fruta apresentam em
ordem crescente de concentracdo: os flavonois, os acidos fendlicos, as catequinas e as
proantocianidinas. Também é encontrado o resveratrol que vem atraindo uma atencédo especial
por apresentar uma correlacdo entre o consumo moderado de vinho e a diminui¢do de doencas
cardiovasculares As antocianinas sdo encontradas somente nas cascas aparecendo apos o
“veraison”. (JORDAO, 2000; SOARES et al., 2008).

Diversos beneficios a saude sdo atribuidos aos compostos fendlicos. Estudos
epidemioldgicos, clinicos e in vitro afirmam que eles contribuem na prevencdo de doengas
cardiovasculares, alguns tipos de cancer, osteoporose e pedras renais (GRASES, 2015).

As antocianinas sdo responsaveis pela coloracdo e aspectos sensoriais em uvas tintas.
Elas se desenvolvem durante a maturacéo dos frutos e seu teor é afetado pelas condicdes de
crescimento da baga. Possuem propriedades antioxidantes e antimutagéncia. A catequina,

epicatequina e galoepicatequina representam os flavan-3-ol e s@o responsaveis pela
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adistringéncia em vinhos. Estes mondmeros sdo sintetizados antes do veraison e sofrem
alteracdo durante o amadurecimento dos frutos. Elas atuam na protecdo de doencas
cardiovasculares aterosclerdticas. Os flavonois caempferol, quercetina e mircetina séo
encontrados em vinhos, mas na baga estdo presentes como 0s correspondentes glucosideos,
glactosideos e glucoronideos (ADAMS, 2006; ANJO, 2004; KENNEDY; SAUCIER,;
GLORIES, 2006).

As flavonas, flavononas, flavonois, catequinas e antocianinas protegem contra a
oxidacdo do LDL-colesterol, pois reduzem os radicais livres e quelacdo de ions metalicos.
Eles também atuam contra radicais livres, alergias, inflamacdes, Ulceras, virose, tumores e
hepatotoxinas (ANJO, 2004).

A classe mais abundante de compostos fenolicos presentes em bagas de uva séo o0s
polimeros de flavan-3-ols que sdo encontrados nas camadas hipodérmicas da casca e nas
sementes do fruto. O tamanho médio dos taninos encontrados na casca € muito maior do que
0s taninos presentes nas sementes. Outra diferenca estd no fato de que os taninos da casca
contém subunidades de epigalocatequina e 0s taninos das sementes possuem maior proporcao
de galato de epicatequina, 0 que ndo se encontra na casca. Em geral, os taninos das uvas sdo
muito diversificados e variam em tamanho de dimeros, trimeros e até oligbmeros com mais de
trinta subunidades (ADAMS, 2006; KENNEDY; SAUCIER; GLORIES, 2006).

Diferente dos taninos hidrolisaveis, os condensados aparecem naturalmente em uvas. Os
hidrolisaveis estdo presentes na madeira e, desta forma, aparecem em vinhos armazenados e
envelhecidos em barris. Assim, os taninos condensados se concentram principalmente na
casca e na superficie das sementes. Seus teores crescem rapidamente da formacgéo da baga até
proximo da fase do pintor. Nesta fase as antocianinas comegcam a aparecer e as
proantocianidinas decrescem e se estabilizam quando se aproximam da fase de maturacédo
tecnologica (NASCIMENTO, 2011; RICCl et al., 2017).

No género Vitis sdo observados os mondmeros (+)-catequina, (-)- epicatequina, galato
de (-)- epicatequina e galocatequina (Figura 9). Localizam-se nos engagos e na casca, € ja
foram localizados mondémeros e dimeros na polpa na cultivar Alicante Bouschet
(NASCIMENTO, 2011).
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Figura 9 - Estrutura de dimeros de proantocianidinas contendo uma
ligacdo interflavanica C4-C8.
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Fonte: NASCIMENTO (2011, p. 4).

Vérias pesquisas apontam a presenca de compostos fendlicos incluindo os flavonoides e
taninos em diversas variedades de uvas. Em uma pesquisa sobre compostos fendlicos Mota e
colaboradores (2009), encontraram uma média de 54,61 mg EAG/g somando a casca e a
semente de bagas maduras da cultivar Folha de Figo sobre diferentes porta-enxertos. A
solucdo extratora utilizada foi o metanol acidificado (HCI 1%).

Em outro estudo, Mota e colaboradores (2010) estudaram a composi¢édo fisico-quimica
de uvas para vinho fino em ciclos de verdo e inverno. Neste estudo as cultivares analisadas
foram Pinot Noir, Tempranillo, Merlot, Cabernet Sauvignon, Syrah, Chardonnay e Sauvignon
Blanc, todas coletadas no estddio maduro e também utilizaram como solucdo extratora o
metanol acidificado com HCI 1% para a analise de fendis totais. A variedade que apresentou
maior teor de fendlicos totais foi a cultivar Pinot Noir apresentando uma media de 143,15 mg
EAG/g de semente e casca. Por outro lado, a cultivar que apresentou um menor teor foi o
cultivar Sauvignon Blanc com uma média de 69,55 mg EAG/g de semente e casca.

Regina e colaboradores (2010), avaliaram a influéncia da altitude na qualidade das uvas
da cultivar Chardonnay e Pinot Noir, em Minas Gerais. Para a analise de fenois totais a
solucdo extratora utilizado foi o metanol acidificado com HCI 1%, as amostras foram
coletadas no final da maturagdo. A cultivar Chadonnay apresentou uma média de 102,19 mg
EAG/ mg de semente e casca no municipio de Caldas - MG e uma média de 89,76 mg EAG/g

de semente e casca no municipio de Cordislandia - MG. Com relacdo a cultivar Pinot Noir no
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municipio de Caldas - MG foi encontrada uma média de 135,55 mg EAG/g de semente e
casca € no municipio de Cordislandia - MG uma média de 129,95 mg EAG/g de semente e
casca.

Abe e colaboradores (2007), pesquisaram o teor de flavonoides por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O maior e o menor teor de flavonois foi encontrado na
cultivar Folha de Figo no valor de 1,82 mg/ g de base umida e na cultivar Moscato Embrapa
no valor de 0,045 mg/ g de base Umida, respectivamente.

Dal’osto (2012), determinou o teor de compostos fendlicos totais presente na casca e
semente de uva da cultivar Syrah madura em solugdo de metanol acidificado a 1% HCI. A
pesquisa apontou uma quantidade de 23,723 mg/g casca e 49,692 mg/g semente.

Regina e colaboradores (2010) analisaram o teor de antocianinas presente na cultivar
Pinot Noir maduro nos municipios de Caldas e Cordislandia situados em Minas Gerais. A
solucdo extratora utilizado foi metanol acidificado a 1% HCI. Foi encontrado,
respectivamente, os valores de 3,54 mg maldivina/g casca e 2,58 mg maldivina/g casca.

Mota e colaboradores (2010), também analisaram o teor de antocianinas em diferentes
cultivares de uvas finas em regime de dupla poda. A solugédo extratora utilizado foi metanol
acidificado a 1% HCI. A cultivar que apresentou maior teor foi a Syrah, apresentando uma
média de 8,0 mg malvidina/g casca.

Valverde e colaboradores (2012) analisaram o teor de taninos condensados nas cascas e
sementes de trés cultivares maduros distintos: Monastrell, Cabernet Sauvignon e Syrah.
Somando os teores encontrados nas sementes e cascas tém-se os valores de 37,15; 35,40 e
29,94 mg/ g casca e semente, respectivamente.

Dal’osto (2012), também determinou a quantidade de compostos fendlicos presente na
casca e semente da cultivar Syrah madura em metanol acidificado 1% HCI. A pesquisa
encontrou um valor de 73,41 mg/g casca e semente.

Kennedy e colaboradores (2000), estudaram a variagdo de taninos condensados em
sementes de uva durante o amadurecimento da cultivar Shiraz. O maior teor foi encontrado
antes da fase pintor, alcancando um pico de aproximadamente 2,2 mg/g. Apés este estagio o
teor se manteve constante por um curto periodo de tempo, obtendo em seguida um rapido
declinio até chegar ao valor de 1,27 mg/g na etapa final da maturacéo.

Soares e colaboradores (2008), determinaram a atividade antioxidante de uvas do
cultivar Niagara e Isabel por meio dos métodos ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-
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acido sulfénico) e DPPH. A média de valores de atividade antioxidante correlaciona-se de
forma positiva com a média dos valores de polifendis e antocianinas para 0 método DPPH.
No método ABTS para a uva Isabel, os compostos fendlicos mostraram maior contribuicdo na
atividade antioxidante do que as antocianinas. Ja para as uvas Nidgara, as correlacBes entre

polifendis e antocianinas sdo proximas.

2.7 METODOS DE EXTRACAO E ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS

Uma fase importante e preparatéria que antecede a caracterizacdo e identificacdo de
compostos presentes em uma amostra é a etapa de extragdo. Os métodos de extracdo ndo sao
padronizados. H& aqueles que sdo tidos como tradicionais, como as extra¢Bes de solido-
liquido ou Soxhlet que foram usadas durante varias décadas. Entretanto, este ultimo consome
muito tempo e requer grandes quantidades de solventes, além disso, pode haver perda de
polifendis durante o processo devido a ionizacdo, hidrélise e oxidagao que ocorre em razdo do
aquecimento e ebulicdo (ROCKENBACH et al., 2008).

Com o0 avanco da quimica, algumas novas técnicas surgiram e outras foram
aperfeicoadas obtendo desta forma sucesso na extracdo de fendis em uvas. Essas técnicas
reduzem o tempo de extracdo e a quantidade de solvente orgéanico utilizada, aumentando
assim, a sustentabilidade do processo e mantendo os compostos de interesse (DOWNEY;
HANLIN, 2010; ROCKENBACH et al., 2008).

A técnica mais aplicada para extracdo de polifendis em uvas € a extracao solido-liquido
(maceracgdo). Neste processo os analitos contidos em uma matriz sélida migram para um
solvente que esta em contato com a matriz. O tipo de solvente, tamanho da particula,
temperatura e tempo de extracdo sdo variaveis que influenciam a eficiéncia da extracdo. O
tipo de solvente em especial € um dos principais fatores que afetam essa eficacia. Os
polifendis possuem uma natureza polar, logo eles sdo facilmente solubilizados em meio
prético polar como em solugdes hidroalcodlicas (DOWNEY; HANLIN, 2010; FONTANA;
ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; ROCKENBACH et al., 2008; VERGARA-SALINAS et al.
2013).

Os solventes mais empregados sdo metanol, etanol, acetona e agua variando sua
eficiéncia de extracdo. Quando se utiliza os alcoois na extracdo ha uma liberagdo progressiva

de polifendis contidas nas uvas em funcdo do tempo. A escolha de um solvente ideal é
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complexa, uma vez que pesquisas publicadas nfo chegaram a uma conclusdo. E necessario
levar em consideracdo as caracteristicas da uva, ou seja, a variedade a ser trabalhada, as
condi¢des de plantio, colheita, além das condi¢cdes de extragdo mencionados acima como
temperatura, tempo e concentracdo do solvente (DOWNEY; HANLIN, 2010; FONTANA,
ANTONIOLLI e BOTTINI, 2013; ROCKENBACH et al., 2008; VERGARA-SALINAS et al.
2013).

A mistura de solvente/dgua aumenta a permeabilidade das células, permitindo uma
melhor transferéncia de massa por difusdo molecular bem como a recuperagdo de compostos
soliveis em agua. Pesquisas que realizaram a extracdo com o sistema etanol/agua
apresentaram resultados melhores em comparacdo com acetona ou metanol/agua, além deste
ser mais acessivel e ter um custo reduzido (FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013;
VERGARA-SALINAS et al. 2013;).
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir estdo descritas as metodologias que foram empregadas na obtengéo do extrato
de uva Jacquez e na sintese das membranas de quitosana (QUIT) e quitosana incorporada com

extrato (QE), assim como suas analises de caracterizacao.

3.1 METODOLOGIA GERAL

O fluxograma geral dos procedimentos adotados esta representado na Figura 10.

Figura 10 — Fluxograma geral dos procedimentos adotados.

Coleta do material: Analises quimicas:
cachos de uva Jacques
bourquina -Determinagdo qualitativa de
flavonoides e taninos;
-Higienizagéo das bagas -Determinagéo semi-
quantitativa de compostos
Preparo do extrato fenéliCOS, f-lavonOides e
taninos.
_Maceragio com } -Aval!agéo da atividade
etanol 50% (VIv) -Rotaevaporagéo antirradicalar pelo consumo
de DPPH.
Extrato concentrado

\;

Preparo das membranas

Andlise bioldgica:

> -Avaliagdo da atividade
antimicrobiana.

-Espessura;
-Determinagdo da umidade;
-Comportamento hidrico;
-Solubilidade em agua;
-Permeabilidade ao vapor d’agua;
-Anélise térmica (DSC);
-Andlise infravermelho (FTIR);
-Andlise microscopica (MEV);
-Avaliacdo da atividade antimicrobiana;

- Andlise infravermelho
(FTIR)

Fonte: Da autora.
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3.2 EXTRACAO DOS COMPOSTOS ATIVOS DA BAGA DE UVA

As uvas utilizadas na pesquisa foram da cultivar Jacquez (Vitis bourquina) obtidas em
vinhedo localizado em Andradas - MG (22°S e 46°W, a 913 m de altitude), com temperatura
média de 19°C e precipitacdo pluviométrica de 1579 mm anuais.

As uvas da safra 2016/2017, foram colhidas com 110 dias em um ciclo
brotacdo/colheita de 158 dias aproximadamente (Figura 11), estando assim na fase chumbinho
(de acordo com a classificacdo da European and Mediterranean Plant Protection

Organization (1984)). O inicio do processo de extracdo foi realizado no mesmo dia.

Figura 11 — Uva Jacquez (Vitis bourguina).

Inicialmente, os cachos de uva foram higienizados com &agua corrente seguida de
desengace manual. Na sequéncia 1,6 kg de bagas foram pesados e processados em
liquidificador junto a adi¢do de uma solugdo extratora hidroalcodlica de etanol 50% v/v. A
mistura foi despejada em um recipiente ambar que foi encoberto com papel aluminio, para
proteger da luz e deixado em repouso para macera¢ao por uma semana, recebendo agitacéo
em dias alternados (Figura 12).
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Figura 12 — Maceragdo hidroalcoolica da

Ap6s o0 periodo de maceragdo, a solucdo foi  filtrada em
algodéo e levada para o rota evaporador a 50°C a fim de remover o solvente etanol e, com
adicdo de N-butanol concentrado foi possivel remover parte da dgua. Neste processo utilizou-
se o rotaevaporador ALPAX do Laboratério Multidisciplinar de Ciéncias das Engenharias do
campus Pocos de Caldas da UNIFAL-MG. O residuo remanescente contido no baldo foi
retirado adicionando metanol concentrado e levado para o ultrassom. Este solvente também
foi evaporado colocando a mistura sobre uma chapa aguecedora, resultando assim em um
extrato concentrado. Durante todos os intervalos para a obtencdo do extrato e até mesmo apds

sua obtencéo, o mesmo foi armazenado em congelador a uma temperatura de -4°C.

3.3 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

O extrato foi caracterizado por meio de analises qualitativas e semi-quantitativas que
estdo descritas a seguir.

3.3.1 Analises qualitativas

O extrato foi submetido a testes preliminares qualitativos com o intuito de detectar a
presenca de flavonoides e taninos. Os ensaios foram realizados em duplicatas, sempre
partindo da utilizacdo de aproximadamente 40mg de extrato de uva, cada.
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3.3.1.1 Flavonoides

Reacdo de Shinoda

Devido a presenca das fungdes oxigenadas vicinais, muitos compostos flavonoides
podem realizar uma ligacdo com ions metalicos. Desta forma, a presenca de flavonoides é
indicada pelo desenvolvimento de uma coloracdo variando de laranja a vermelho dentro de 1
a 2 minutos (SCHOLZ e LIEBEZEIT, 2006).

Para este ensaio o extrato foi, inicialmente, solubilizado em 2mL de metanol puro. Em
sequida, foi adicionado 1 fragmento de magnésio metéalico seguido de 1mL de acido

cloridrico concentrado.

3.3.1.2 Taninos

Reacdo com gelatina

Em um tubo de ensaio foi adicionado o extrato juntamente com 2mL de metanol puro e
uma gota de acido cloridrico 10%. Em seguida, gota a gota de solucéo de gelatina a 2,5% foi
adicionado ao tubo na auséncia de agitacdo. O aparecimento de turbidez ou precipitado da
solucdo indica a ligacdo da gelatina (proteina) com os taninos presentes na amostra (DA
PUREZA, 2003).

Reacdo com 4gua de bromo

Em um tubo de ensaio foram adicionados o extrato juntamente com 2mL de metanol
puro e algumas gotas de agua de bromo. Os taninos condensados formam imediatamente um
precipitado amarelado ou avermelhado (DA PUREZA, 2003).

Reacédo com cloreto férrico
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Ao tubo de ensaio foram adicionados o extrato, 2mL de metanol puro, 5mL de agua
destilada e 3mL de solucdo aquosa de cloreto férrico 2%. A coloracdo azul indica taninos
hidrolisaveis e a verde taninos condensados (DA PUREZA, 2003).

3.3.2 Andlises semi-quantitativas do extrato

As analises semi-quantitativas foram realizadas a partir de uma solugdo mae no qual o
extrato de uva foi diluido em etanol absoluto a fim de se obter uma concentracdo 1000
Hg/mL, seguindo a metodologia proposta por Bastos (2015). Tais analises foram realizadas no
campus de Alfenas da UNIFAL-MG.

3.3.2.1 Compostos Fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria utilizando o método
colorimétrico Folin-Ciocalteu. Utiliza-se preferencialmente o reagente de Folin-Ciocalteau
para semi-quantificacbes de compostos fendlicos por meio da técnica espectrofotométrica. O
reagente € a mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungsténico, onde o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo VI, apresentando uma coloracdo amarela.
Quando em contato com compostos fendlicos e solucdo de sodio (Na,COs), ocorre uma
reacdo de oxidorredugdo e formam-se anions fenolatos. Estes anions, na presenca do reagente
de Folin-Ciocalteau, geram complexos de molibdénio e tungsténio, com colora¢do azul no
qual, por meio do espectofotdmetro, 1€-se um determinado valor de absorbéancia. A reacao
pode ser observada na Figura 13 (BASTOS, 2015).
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Figura 13 — Reacdo do &cido galico com o molibdénio presente no reagente de
Folin-Ciocalteau.
COOH

CO0"
+ 2Mo* Na,CO; + 2Mo™ + 2H"

HO OH
OH

Fonte: BASTOS (2015, p. 110).

A 0,5 mL de amostra foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin—Ciocalteu 10% (v/v)
e 2 mL de carbonato de célcio 4% (m/v). Apos a adicdo dos reagentes, os tubos foram
agitados e deixados em repouso por 2h ao abrigo de luz. Os mesmos procedimentos foram
utilizados para a construgdo da curva de calibracéo, utilizando-se como padrdo o acido galico
em solucdo etanolica, nas dilui¢Bes de 6,5; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL. A absorbancia foi
lida no espectrofotdmetro UV-VIS Biospectro SP-220 a 750 nm (correspondente ao pico de
absorcdo dos 6xidos de molibdénio e de tungsténio). O branco foi preparado adicionando-se
todos os reagentes e 0,5 mL de etanol absoluto. A quantidade de compostos fendlicos no
extrato foi determinada por interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de
calibracdo. Os valores foram expressos como equivalentes de &cido galico — EAG (mg de

acido galico/g de amostra). As analises foram realizadas em triplicata (BASTOS, 2015).

3.3.2.2 Flavonoides

Um método espectrofotomeétrico muito empregado na determinacdo de flavonoides

constitui-se na propriedade do cétion aluminio (AI**

) em formar complexos estaveis com 0s
flavonoides em meio alcodlico (etanol ou metanol). A leitura ocorre em um comprimento de
onda onde os acidos fendlicos e outras substancias fendlicas, diferentes dos flavonoides, nédo

absorvem em presenca de cloreto de aluminio, AICI; (Figura 14) (BASTQOS, 2015).
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Figura 14 - Formacdo do complexo entre flavonoide (quercetina) e o aluminio.

HO

I{D G,

Al

Fonte: BASTOS (p. 111, 2015).

A 0,5 mL de amostra, foram adicionados 1,5 mL de etanol absoluto, 0,1 mL da solucéo
de cloreto de aluminio hexaidratado 10% (m/v) e 0,1 mL de acetato de potassio 1,0 M. Em
seguida, o volume da solucéo foi ajustado para 5 mL com 2,8 mL de agua destilada. Apos a
adicdo dos reagentes, os tubos foram agitados e deixados em repouso por 30 minutos. Os
mesmos procedimentos foram utilizados para a construcdo da curva de calibragéo, utilizando-
se como padrédo a quercetina em solucdo etandlica, nas concentracGes de 2; 5; 10; 20; 40; 50;
60 e 100 pg/mL. A absorbancia foi lida no espectrofotémetro UV-VIS Biospectro SP-220 a
425 nm (correspondente ao pico de absorcdo do complexo flavonoide-aluminio). O branco foi
preparado adicionando-se todos os reagentes e 0,5 mL de etanol absoluto. A quantidade de
flavondides no extrato foi determinada por interpolacdo da absorbancia das amostras contra a
curva de calibragcdo. Os valores foram expressos como equivalentes de quercetina — EQ (mg

de quercetina/g de amostra). As anélises foram realizadas em triplicata (BASTOS, 2015).

3.3.2.3 Taninos condensados

Véarios métodos sdo utilizados para quantificar a presenca de taninos em vegetais. Tais
métodos sdo por precipitacdo de metais ou proteinas e por métodos colorimétricos. Estes
ltimos séo utilizados para quantificar grupos especificos de taninos (CABRAL FILHO,
2004).

A reacdo com a vanilina envolve a reacdo do aldeido aromatico com o anel meta
substituido por grupos hidroxilas dos flavondis produzindo um composto vermelho com

absorvancia méaxima a 500 nm (Figura 15). Para se ter um bom resultado, o tipo de solvente, a
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concentracdo dos taninos, a natureza do acido, o tempo de reacdo, a temperatura e a

concentracdo da vanilina sdo fatores primordiais (NASCIMENTO, 2011).

Figura 15 - Reagdo da vanilina com 3-flavandl monomeérico produzindo um
composto vermelho com absorvancia maxima a 500 nm.

. 0. _H
catequina [ aducio colorido

OH

vanilina

Fonte: NASCIMENTO (2011, p. 9).

A 1 mL de amostra, foram adicionados 0,5 mL de solucgéo de vanilina 1% (m/v) e 1 mL
de &cido cloridrico concentrado. Apos a adi¢do dos reagentes, os tubos foram agitados e
mantidos em banho-maria a 60°C por 30 minutos. Os mesmos procedimentos foram
utilizados para a construcdo da curva de calibracdo, utilizando como padréo a catequina em
solucdo etandlica, nas concentracdes de 2; 5; 10; 20 e 40 pg/mL. A absorbancia foi lida no
espectrofotbmetro  UV-VIS Biospectro SP-220 a 510 nm. O branco foi preparado
adicionando-se todos os reagentes e 1 mL de etanol absoluto. A quantidade de taninos
condensados no extrato foi determinada por interpolacdo da absorbancia das amostras contra a
curva de calibragio. Como o valor médio de absorbancia extrapolou os valores de
absorbancias médios da curva de calibracdo, foi necessério diluir a amostra para que fosse
possivel se enquadrar. Para isto, foram pesados 25 mg de amostra diluidos em 50 mL de
etanol, obtendo-se assim uma concentracdo de 500 pg/mL. Os valores foram expressos como
equivalentes de catequina — EC (mg de catequina/g de amostra). As analises foram realizadas
em triplicata (ROCHA et al., 2011).
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3.3.3 Atividade antirradicalar (DPPH)

Para analise de avaliacdo da atividade antirradicalar, 0 método usualmente empregado é
o DPPH. Com nomenclatura 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, o DPPH é um radical estavel de
coloracdo purpura que quando reduzido pelo composto antirradicalar, gera o difenil-picril-
hidrazina, de coloragdo amarela. O ensaio foi realizado através do monitoramento do
sequestro de radicais DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazila) pelos componentes das amostras,
tendo como consequéncia o decréscimo da absorbancia de solucGes de diferentes
concentragOes. A reacdo esta representada na Figura 16 (BASTQOS, 2015).

Para elucidar melhor os resultados, costuma-se apresentar a concentracdo efetiva
necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solucdo, denominado ECsy. Desta
forma, fica facil e clara a interpretacdo dos resultados e tal apresentacdo € muito utilizada na
analise de compostos antirradicalares obtidos de frutos e extratos vegetais. Portanto, quanto
menor o valor de CEsp, maior serd a atividade antirradicalar da amostra analisada (BASTOS,
2015).

Figura 16 — Reacdo de oxirreducdo entre a molécula antirradicalar
(RH) e o sequestrador de radicais (DPPH).

l + RH . NH + R
0N N, 0N NO,
NO, NO,
Radical DPPH DPPH reduzido
(vinleta) (amarelo)

Fonte: BASTOS (p. 116, 2015).

Para tal analise, foram preparadas solucGes da amostra em etanol nas concentracdes de
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 pg/mL. Como padrdes para a construcdo da curva de
calibracdo foram utilizadas solucdes de &cido galico e quercetina nas mesmas concentragdes
das amostras. A 2 mL das amostras foram adicionados 0,5 mL de solugdo do radical DPPH

0,5mM. Os tubos foram agitados e mantidos em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz. As
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absorbancias foram lidas no espectrofotdmetro UV-VIS Biospectro SP-220 a 510 nm. O
branco preparado constituiu de todos os reagentes e 2 mL de etanol absoluto. O zero de
absorbancia foi ajustado com 2 mL de etanol absoluto (BASTOS, 2015).

A porcentagem de radicais DPPH sequestrados foi calculada a partir da Equacéo 1.

(Ab — Aa)
Sequestro DPPH (%) = — | 100 (D

Onde: Ab é a absorbancia do branco da amostra e Aa é a absorbancia da amostra.

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em % de sequestro

do radical DPPH e pela concentracdo que representa o sequestro de 50% de radical DPH.

3.3.4 Analise de infravermelho (FTIR)

O extrato de uva produzido foi analisado por espectroscopia de infravermelho
(infravermelho por transformada de Fourier - FTIR), técnica na qual a luz infravermelha é
passada pela amostra possibilitando a identificacdo de compostos organicos e a investigacado
da composicdo de uma amostra (FRANCO, 2014). O extrato de uva foi analisado para
identificar os grupos funcionais presentes e assim consequentemente apontar 0s possiveis
compostos fenolicos existentes.

O equipamento utilizado foi o Agilent Technlogies modelo Cary 630 do Laboratério
Multiusuario do Programa de pos-graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais do
campus de Pocos de Caldas da UNIFAL-MG. A amostra foi inserida diretamente no
equipamento, sem a necessidade de um preparo prévio para leitura. Os espectros foram

coletados em um intervalo entre 650 a 4000 cm™.

3.3.5 Atividade antimicrobiana

A andlise do comportamento antimicrobiano foi realizada empregando duas
concentragOes: extrato concentrado e na concentracdo de 5mg/mL a ser utilizada na

preparacdo das membranas.
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Os testes foram realizados em triplicatas. Placas Petri contendo 30 mL do meio de
cultura Agar Miller Hinton so6lido foram incubadas a 37°C por 24 horas e discos de papel
filtro, de aproximadamente 2,5 cm de didmetro, foram expostas em luz UV por meia hora
cada lado. Estes processos foram necessarios para certificacdo de auséncia de contaminacao
indesejada nos materiais utilizados.

Apl6s esse periodo, com o auxilio de uma alga de drigalski, foi espalhado
uniformemente sobre a superficie da placa Petri cerca de 10 pL da cultura da bactéria
Staphylococcus aureus (108 células/mL). Logo em seguida, o extrato de uva concentrado foi
colocado com auxilio de uma pinca flambada sobre discos de papel filtro
previamente depositados sobre as placas Petri. Da mesma forma fez-se com o controle
positivo, no qual foi utilizada a solucdo de clorexidina a 0,12%. As placas, nao invertidas,
foram colocadas na estufa a 37°C por 24 horas. Para a anélise dos resultados, foi observado se
houve a formagdo do halo de inibicdo ao redor da amostra (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARS INSTITUTE, 2003).

A analise do extrato na concentracdo de 5mg/mL foi realizada utilizando os mesmos
procedimentos, alterando-se somente 0s microrganismos que podem ser observados na Tabela
1.

Tabela 1 — Microrganismos utilizados na analise antimicrobiana.
Classificacao do
microrganismo

Nome cientifico Classificacdo Gram

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis o
) . Positiva
Bacillus subtilis

. Micrococcus luteus
Bacteria

Escherichia coli
Salmonella typhimurium _
) Negativa
Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter cloacae

Saccharomyces cerevisae
Fungo ) )
Candida albicans

Fonte: Da autora.
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3.4  PREPARO DAS MEMBRANAS

Para o preparo das membranas utilizou-se a quitosana em p6 de médio peso molecular
(Sigma-Aldrich, EUA) com grau de desacetilacédo entre 75% e 85%.

O método de evaporacdo do solvente (casting) descrito por CAMPOS (2007) foi
empregado para a elaboracgéo dos filmes. Foram preparadas membranas de quitosana (QUIT)
e com a combinagéo de quitosana e extrato de uva (QE), partindo de uma solucéo acidificada
de quitosana a 2% (m/v) e 0,5% de extrato de uva (m/v). As formulagdes estdo descritas a
sequir.

QUIT: foram utilizados 0,2 g de quitosana, 10 mL de solucdo de &cido acético 0,1%
(v/v), adicionando-se sob agitagdo, 0,5 mL de alcool 70%, até completa solubilizacdo da
quitosana e gelatinizacdo da solugéo.

QE: para melhor solubilizagédo, 0,05 g do extrato foram adicionados a 3 mL de solucéo
de acido acético 0,1% (v/v) e 0,5 mL de alcool 70%. Essa mistura foi centrifugada, onde se
retirou o liquido sobrenadante, e incorporada a mistura de 0,2 g de quitosana e 10 mL de
solucdo de acido acético 0,1% (v/v) ja mantida sob agitacao.

Todas as membranas foram preparadas pelo método casting, vertendo-se cerca de 10
mL da solucdo gelatinizada em placas de Petri de polipropileno de 14 cm de didametro para
posterior analise de permeabilidade ao vapor de &gua, e cerca de 1 mL em formas circulares
de 3 cm de didmetro para demais analises. As formas permaneceram a temperatura ambiente

para secagem até que se desprendessem dos moldes.

35 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

As membranas foram caracterizadas quanto a espessura, microscopia
eletronica de varredura (MEV), umidade, solubilidade em agua, permeabilidade
ao vapor de agua, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise de
infravermelho (FTIR).

3.5.1 Espessura
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A espessura das membranas foi medida utilizando um micrometro de bancada,
Digimatic Micrometer, do Laboratério Multiusuario do Programa de pos-graduacdo em
Ciéncia e Engenharia de Materiais do campus de Pogos de Caldas da UNIFAL-MG. Para cada
amostra a espessura foi medida em dez posicdes diferentes obtendo-se a média final. Tal
procedimento foi realizado em triplicata.

3.5.2 Determinacéo da umidade

A porcentagem de umidade foi determinada pelo método gravimétrico. Obteve-se a
massa inicial das membranas (Mi) em balanca analitica marca SHIMADZU modelo AY 220.
Em seguida, elas foram acondicionadas por 24 horas em estufa com circulacdo forcada de ar a
105°C. Apos este periodo, obteve-se a massa final (Mf) (CAMPOS, 2007). Esta analise foi

realizada em triplicata. A porcentagem de umidade foi calculada de acordo com a Equacéo 2.

O/U—Mi_Mf 1009 2
OU =57 *x100% )

Onde:
%U = porcentagem de umidade;
Mi = massa inicial da amostra (g);

Mf = massa final da amostra (g).

3.5.3 Comportamento hidrico (intumescimento)

Inicialmente, as membranas foram colocadas em um dessecador por um periodo de 24
horas sendo pesadas logo ap6s (Wd). Em seguida elas foram imersas em aproximadamente
10mL de &gua destilada e colocadas em estufa a 37°C, para simular a temperatura corporal,
durante 24 horas, sendo pesadas novamente (WSs). A porcentagem de intumescimento (%S)
foi obtida através da Equacdo 3 e calculada pela média de trés repeticdes (CAMPOS et al.,
2007).

_ (Ws —wad)

%I x 100% (3)
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Onde:
%I = porcentagem de intumescimento;
Ws = massa da amostra inchada (g);

Wd= massa da amostra seca (g).

3.5.4 Solubilidade em agua

As amostras utilizadas no teste de umidade (Mi) foram imersas em erlenmeyer com
50mL de agua destilada e agitadas lentamente em agitador Dubnoff por 24 horas a 25°C.
Apos este periodo, elas foram removidas e levadas para a estufa a 105°C por 24 horas e
pesadas novamente (Mf). Apds a secagem, a fracdo do material ndo soltvel foi determinada

através da Equacdo 4. A analise foi realizada em triplicata.

ohs = M 1009 4
(1] _TX 00% ()

Onde:
%S = porcentagem de perdas;
Mi = massa inicial da amostra (Q);

Mf = massa final da amostra (g).

3.5.5 Permeabilidade ao vapor d’agua

O ensaio de permeabilidade ao vapor d’ agua foi realizado gravimetricamente de
acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995). O método consiste no aumento de peso de um
material higroscopico, no caso o cloreto de célcio anidro, colocado no interior de uma célula
permeavel e isolado do ambiente pela membrana a ser analisada. Esse conjunto € parafusado,
com parafusos inoxidaveis, e colocado dentro de um recipiente fechado hermeticamente com
solucdo saturada de cloreto de sédio. O ganho de peso ao longo do tempo é usado para
calcular o coeficiente de permeabilidade de acordo com a Equacdo 5 (DA SILVA;
BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2012).
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G.6

PVA =
VA= 1ap,

x F (5)

Onde:

PV A = coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm/m?.dia.kPa);

G = taxa de massa do sistema, calculada usando regressdo linear do ganho de peso
versus tempo (g/dia);

0 = espessura média do flme (mm);

A = area exposta do filme (m?);

APy, = diferenga de pressdo parcial de vapor d’agua no ambiente dos dois lados do filme
(kPa);

F = fator de correcao.

O cloreto de célcio foi colocado dentro do orificio das células e sobre ele as
membranas foram acondicionadas de modo a cobri-lo. Essas células foram colocadas em
recipientes hermeticamente fechados, contendo uma solucéo supersaturada de cloreto de sodio
a 25°C de maneira a manter a diferenca de umidade relativa em 75%. (DA SILVA;
BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2012). As células foram pesadas em intervalos regulares de

tempo, durante cinco dias. O sistema esta representado na Figura 17.

Figura 17 - Recipiente hermeticamente fechado contendo a célula de
permeagéo.

Nota: (a) Vista frontal
(b) Vista superior
Fanter Na alitora
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3.5.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O comportamento térmico foi analisado por meio da Calorimetria Diferencial de
Varredura, a fim de avaliar a estabilidade das membranas frente as variacdes de temperatura.
Esta técnica mede o fluxo de calor entre a amostra e um material termicamente inerte quando
submetidos a uma variacdo de temperatura, sendo assim possivel identificar e analisar as
modifica¢cBes ocorridas no estado fisico da amostra. As andlises foram realizadas no
equipamento DSC 200-F3 da marca NETZSCH, com rampa de 0°C a 300°C e com taxa de
aquecimento 10°C/min., sob a atmosfera de nitrogénio liquido, do laboratério Multiusuario do
Programa de po6s-graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais do campus de Pogos de
Caldas da UNIFAL-MG. O grau de cristalinidade (Xc) foi calculado a partir da Equacéo 6

(TURI, 1981), baseado nos parametros obtidos na analise térmica.

AHmM
AH°m

Xc = x 100 (6)

Onde:
Xc = cristalinidade da amostra;
AHm = entalpia de fusdo experimental (Jg™);

AH°m = entalpia de fusdo da quitosana 100% cristalina (Jg™).

3.5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anédlise morfolodgica foi realizada através da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), utilizando o equipamento LEO Electron Microscopy/Oxford Leo 440i do Laboratério
Nacional de Nanotecnologia (LNNANO) da Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP.

Para tal analise as amostras foram recobertas, para evitar o acimulo de cargas negativas
nas amostras ndo condutoras e consequentemente ocasionar uma distor¢do da imagem, com
um filme ouro de espessura de 16 nm no Sputter Coater de marca EMITECH, modelo K450

por 60 segundos a 200 A°.
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3.5.8 Analise de Infravermelho (FTIR)

Assim como feito com o extrato de uva, as membranas foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho (infravermelho por transformada de Fourier - FTIR), técnica
na qual a luz infravermelha é passada pela amostra possibilitando a identificacdo de
compostos organicos e a investigagcdo da composicdo de uma amostra (FRANCO, 2014).

O equipamento utilizado foi o Agilent Technlogies modelo Cary 630 do Laboratério
Multiusuario do Programa de pds-graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais do
campus de Pocos de Caldas da UNIFAL-MG. A amostra foi inserida diretamente no
equipamento, sem a necessidade de um preparo prévio para leitura. Os espectros foram
coletados em um intervalo entre 650 a 4000 cm™.

3.4.9 Atividade antimicrobiana

A anélise do comportamento antibacteriano das membranas QUIT e QE produzidas
foram realizadas separadamente para as bactérias Escherichia coli, gram-negativa, e
Staphylococcus aureus, gram-positiva, importantes na microbiologia de feridas da pele.

Os testes foram realizados em triplicatas. Placas Petri contendo 30 mL do meio de
cultura Agar Miller Hinton solido foram incubadas a 37°C por 24 horas e as membranas
sintetizadas, previamente cortadas em formato de discos de aproximadamente 2,5 cm de
diametro, foram expostas em luz UV por meia hora cada lado. Estes processos foram
necessarios para certificacdo de auséncia de contaminacao indesejada nos materiais utilizados.

Apos esse periodo, com o auxilio de um cotonete swab foi espalhado, uniformemente
sobre a superficie da placa de Petri, aproximadamente 10 pL da cultura de bactéria (108
células/bactéria). Em seguida, as membranas foram depositadas nas placas de Petri sobre o
meio de cultura com o auxilio de uma pinca flambada. O controle positivo, solucdo de
clorexidina a 0,12%, e controle negativo, 4gua destilada, foram posicionados sobre discos de
papeis filtro com o mesmo didmetro das membranas, também previamente esterilizados em
luz UV. As placas, ndo invertidas, foram colocadas na estufa a 37°C por 24 horas. Para a
analise dos resultados foi observado se houve formacdo do halo de inibicdo ao redor das
amostras (CLINICAL AND LABORATORY STANDARS INSTITUTE, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussfes das analises realizadas estdo apresentadas a seguir em duas

partes: caracterizacdo do extrato e caracteriza¢do das membranas.

4.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

Como caracterizagdo do extrato estdo apresentados os resultados e discussdes do
rendimento, da analise qualitativa, semi-quantitativa, atividade antirradicalar, infravermelho e

atividade antimicrobiana.

4.1.1 Rendimento

Finalizado o processo de extracdo, o produto resultante foi pesado e, a partir do
resultado, foi calculado seu rendimento. Obteve-se um valor de 91,999 equivalente a 5,74%
com base em uma amostra inicial de 1,6kg de baga. Este valor é préximo ao encontrado por
Oliveira (2010). Em seu estudo, empregou-se a maceracdo como método de extracdo
entretanto, utilizou-se o ultrassom durante o processo. Desta forma, obteve-se um rendimento
com etanol puro para uva Merlot de 5,97%. A cultivar Syrah também foi analisada, onde
encontrou-se um valor de 9,1%. Utilizando agua pura na extracdo os valores encontrados
foram de 9,1% e 12% para as uvas Merlot e Syrah, respectivamente.

Isto indica que a variedade da uva e 0 método empregado na extracdo altera os valores
de rendimento. Pode-se dizer que nesta pesquisa o extrato adquirido esta concentrado, no qual
foi possivel eliminar grande parte da agua e demais solventes extratores adicionados
inicialmente. Este rendimento pode ser explicado pelo aumento da polaridade em misturas
binérias de solventes polares, no caso etanol/agua, indicando que os compostos presentes na
uva Jacquez possuem mais carater polar do que apolar (JAITAK et al., 2009).

Na Figura 18 € possivel observar o extrato de uva Jacquez concentrado.
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Figura 18 — Extrato de uva Jacquez

concentrado.
A

Fonte: Da autora.

Os resultados alcangados através dos ensaios qualitativos realizados estdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Andlise da presenca de flavonoides e taninos no extrato de uva Jacquez.

Flavonoides Taninos
Reacéo de Gelatina Agua de Cloreto
Extrato de uva Shinoda 2,5% Bromo Férrico
Coloracdo Coloracdo
vermelha * i Verde

Nota: +, com turbidez/ precipitacéo; coloracdo vermelha: presenca de flavonoides; coloragédo verde:
presenca de taninos condensados.

Fonte: Da autora.

Para o teste de flavonoides o ensaio mostrou-se positivo, pois houve o aparecimento de

uma coloracdo vermelha na solugédo. Entretanto, essa coloragdo foi vista com um pouco de

dificuldade, ndo estando totalmente nitida a principio. A presenca da cor vermelha corrobora a

ocorréncia de ligacdo entre os flavonoides e os ions metalicos da solucdo devido a presencga
das funcdes oxigenadas (SCHOLZ; LIEBEZEIT, 2006).
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Na determinacédo dos taninos por meio do ensaio de gelatina houve precipitacdo, o que
indica a ligacdo da proteina com os taninos. O ensaio de agua de bromo também mostrou o
surgimento de uma precipitacdo amarelada, confirmando a presenca de taninos condensados.
De acordo com Jesus e Cunha (2012), os taninos condensados formam um precipitado quando
reagem com proteinas, assim como em solucdo de bromo. A fim de mais uma confirmacédo da
presenca de taninos condensados, o ensaio de cloreto férrico mostrou-se positivo onde a
solucdo obteve uma coloracdo verde. Neste caso, houve a formacdo de um complexo entre o
atomo de ferro e as hidroxilas vizinhas do tanino, que se encontram ligadas ao anel aromatico
ocasionando o precipitado esverdeado (OLIVEIRA et. al., 2010). A Figura 19 mostra 0s

ensaios realizados.

Figura 19 — Ensaios qualitativos do extrato de uva Jacq

Nota: a - Reacdo de Shinoda; b — reacdo com gelatina 2,5%;
¢ —reacdo com agua de bromo; d — reagdo com cloreto
férrico 2%.
Fonte: Da autora.

4.1.3 Andlises semi-quantitativas do extrato

Na Tabela 3 € possivel visualizar os resultados obtidos com relagdo aos teores de
compostos fenodlicos totais, flavonoides e taninos condensados contidos no extrato de uva

Jacquez analisado.
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Tabela 3 — Teores de fendis totais, flavonoides e taninos condensados no extrato de uva
Jacquez.

) ) ) Taninos
Fendis totais Flavonoides
Amostra condensados
(mg EAG/g extrato)  (mg EQ/g extrato)
(mg EC/g extrato)

Extrato de uva 82,09 £3,092/ 3,24+0,254/ 47,62+ 4,513/
Jacquez 8,21% 0,32% 4,76%

Nota: Valores expressos como média * desvio padrdo (n = 3) e porcentagem em relacéo a 1g.
EAG - equivalentes em acido galico; EQ — equivalentes em quercetina; EC — equivalentes
em catequina.

Fonte: Da autora.

Na literatura ndo foram encontrados estudos de analises fitoquimicas especificos da
variedade Jacques, entretanto, outros estudos analisando outras variedades serviram de base
para comparacdo. Vale salientar que: cada variedade, possui suas caracteristicas e
propriedades particulares; esta foi uma andlise semi-quantitativa, pois ndo foi possivel a
identificacdo de todos os compostos presentes no extrato, uma vez que os resultados estdo
apresentados como equivalentes em acido galico, quercetina e catequina para a verificacdo de
fendis totais, flavonoides e taninos condensados, respectivamente. Sendo assim, a amostra
analisada contém outros compostos que, segundo a literatura, sdo muito diversificados e
precisam de uma analise mais detalhada para tais identificacdes, como por exemplo
Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada ao Espectrometro de massa.

Como pode ser observado o teor de fenodis totais presente no extrato foi de 82,09 +
3,092 mg EAG/g extrato. Mota e colaboradores (2009) encontraram uma média de 54,61 mg
EAG/g somando a casca e a semente de bagas maduras da cultivar Folha de Figo.
Comparando este valor com o do presente estudo, percebe-se que o teor de compostos
fendlicos esta compativel, uma vez que a ordem de grandeza é semelhante. Apesar das
pesquisas apresentarem valores referentes a uvas maduras, percebe-se que cada variedade
possui uma determinada quantidade de compostos fendlicos. Ainda outros fatores sao
influenciadores, como as condic¢des de cultivo, ou seja, o solo, a altitude, o clima, causando
variacbes nos valores determinados, além, é claro, dos diferentes métodos de analise
empregados. Segundo Elias (2008), os maiores valores foram observados na fase chumbinho,

diminuindo nas fases seguintes (inicio e final do pintor e a maturacdo). Para esta confirmacdo
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seria necessario realizar estas anélises para a uva madura (MOTA et al., 2009; MOTA et al.,
2010; REGINA et al., 2010).

O teor de flavonoides obtido no presente estudo foi de 3,24 + 0,254mg EQ/ g extrato.
Sugere-se que esta quantidade pode ser devido a uva utilizada se encontrar na fase
chumbinho. Neste estado ainda ndo ha desenvolvimento completo de flavonoides,
especialmente as antocianinas que sdo as subclasses principais presente na uva madura,
apresentando uma coloracdo que varia de vermelha a roxa. Desta forma, pode-se ter um
entendimento de que o teor de flavonoides presente em uma cultivar madura € superior ao da
fase chumbinho (ABE et al., 2007; DAL’OSTO et al., 2012; FRAIGE, 2012; MOTA et al.
2010; REGINA et al., 2010).

O teor de taninos condensados foi de 47,62 + 4,513 mg EC/g extrato. De acordo com a
pesquisa de Kennedy e colaboradores (2000), o maior teor de taninos encontrado foi antes da
fase veraison, 2,2 mg/g de semente. Apds esse estagio o teor se manteve constante por um
curto periodo de tempo, obtendo em seguida um rapido declinio até chegar ao valor de 1,27
mg/g de semente na etapa final de maturacdo. Outros estudos também relatam que o teor de
taninos condensados se acumula antes do veraison decrescendo em seguida. (DAL’OSTO,
2012; FOURNAND et al., 2006; VALVERDE et al., 2012;).

O teor de taninos condensados foi dado em equivalentes de catequina. As catequinas sao
compostos bioativos que tem propriedades antioxidantes e apresentam uma vasta aplicacdo na
area bioldgica, bem como em atividades antitromboticas, vasodilatadoras, anti-inflamatorias,
antialérgicos, efeitos anticancerigenos, antitlcera e fungdes antimicrobianas, tendo maior
atividade contra bactérias gram positivas do que contra as gram negativas. Elas atuam como
eliminadoras de radicais livres e quelantes de ions metélicos (GADKARI; BALARAMAN,
2015; PERES et al., 2011; RASHIDINEJAD; BIRCHA; EVERETT, 2016;). Assim, 0 extrato
obtido se mostra propicio para a finalidade proposta incialmente de se elaborar um material

que acelere a cicatrizacdo de feridas cutaneas.

4.1.4 Atividade antirradicalar (DPPH)

Os resultados da anélise de atividade sequestrante de radicais DPPH do extrato de uva

Jacquez, pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20 — Comparacéo da atividade sequestrante de radicais DPPH entre o extrato de uva
Jacquez e os padrdes de quercetina e acido galico.
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Fonte: Da autora.

Como pode ser observado, o extrato analisado apresentou um potencial de sequestro de
radicais DPPH inferior aos padrfes de quercetina e acido galico, considerados compostos que
apresentam uma alta atividade antirradicalar. A maxima atividade obtida foi na concentracédo
de 40 pg/mL, onde conseguiu atingir 26% de sequestro de radicais.

Para a amostra do extrato, Jacquez, obter 50% de atividade antirradicalar encontrou-se o
valor de 70,24 pug/mL, concentracdo maior do que a solugdo mais concentrada utilizada no
ensaio (40 pg/mL). Desta forma, o sequestro de radicais poderia ser aumentado se a
concentracdo do extrato fosse maior, uma vez que a tendéncia da curva é o crescimento.
Sugere-se que 0 baixo sequestro de radicais de DPPH é devido a auséncia de antocianinas em
razdo da uva analisada estar na fase chumbinho.

Soares e colaboradores (2008) determinaram a atividade antioxidante de uvas da
cultivar Niagara e Isabel. A média de valores encontrada esta relacionada de forma positiva
com a média dos valores de polifendis e antocianinas. Kallithraka et al. (2005) nao
encontraram correlagdo entre antocianinas totais e a capacidade antioxidante em cultivares de
uvas Vitis vinifera. Eles relatam a importancia de outros constituintes da uva para se ter uma
analogia. Desta forma, ndo ha regras para esta correlacdo, uma vez que estes compostos
podem combinar entre si ou com outros metabdlitos secundarios presentes no extrato. Assim,

estas interagcOes podem aumentar ou diminuir o potencial antirradicalar.
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4.1.5 Analise de infravermelho (FTIR)

O espectro da amostra de extrato de uva verde € apresentado na Figura 21.

Figura 21 — Espectro de FTIR da amostra de extrato de uva Jacquez.
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Fonte: Da autora.

Pelo espectro obtido, na regi&o entre 3500 cm™ a 3230 cm™ séo atribuidos grupos —OH,
caracteristicos dos polifenéis e 4gua. A banda 2973 cm™ ocorre devido aos estiramentos C-H,
C-H, e C-Hjs atribuida a carboidratos como os agucares. A banda 1709 cm™ esta relacionada
com a presenca do alongamento C=0 de ésteres, derivados de acido galico. As bandas entre
1623 e 1502 cm™ sdo atribuidas a ligaces C=C-C aromaticas e ligacdes C-O a 1350-1150
cm™ (CHUPIN et. al., 2013; GRASEL et al., 2015; RICCI et al., 2016; SILVA et. al, 2014;
ZHAO et. al., 2015). Segundo Chupin et. al (2013), as bandas entre 1400 e 2000 cm™
mostram a natureza aromatica da estrutura.

Saad e colaboradores (2014) relatam que bandas entre 1222 a 1062 cm™ sdo geralmente
atribuidos a vibracdo de alongamento assimétrico de C-O estéreo resultante da estrutura de
anel derivada de pirano de taninos condensados. Grasel e colaboradores (2015), também

identificaram, em amostra da planta Quebracho, estes alongamentos na regido entre 1037 a
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1368 cm™. O espectro obtido mostra bandas em 1103 cm™, 1150 cm™ e 1350 cm¥,
confirmando assim a presenca de taninos condensados.

Estes comprimentos de onda fazem parte da regido conhecida como fingerprint de uvas
e vinhos e incluem a absorcéo tipica por infravermelhos de moléculas fendlicas tal como a
banda de estiramento dos grupos carbonilo (1712-1704 cm™). Além disso, o sinal dos fenéis
pode ser encontrado na regido 1680-900 cm™ (CHUPIN et. al., 2013; GRASEL et al., 2015;
RICCI et al., 2016; SILVA et. al, 2014; ZHAO et. al., 2015).

4.1.6 Atividade antibacteriana

O resultado antimicrobiano para o extrato concentrado pode ser observado na Figura 22.
Como pode ser observado houve formacdo de halo de inibicdo para o extrato (1) com uma
média de 7,2 £ 1,7 mm, indicando assim atividade inibitéria para Staphylococcus aureus. Este

valor foi maior do que para o controle positivo (2), sendo de 4,1 £ 0,1 mm.

Figura 22 — Resultado da atividade antimicrobiana para o extrato de uva Jacquez
concentrado (1) e controle positivo (2) para a bactéria Staphylococcus

aureus.

Fonte: Da autora.

O extrato de uva na concentracdo de 5Smg/mL nédo obteve atividade antimicrobiana para

0s microrganismos analisados, pois ndo houve formacao de halo de inibicéo.
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Esses resultados mostram que o extrato de uva Jacquez contém atividade
antimicrobiana. So resta saber a Concentracdo Minima Inibitoria para as bactérias que devem
ser inibidas no processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Katalinic e colaboradores (2009) relacionaram a atividade antimicrobiana
em cascas de uva Vitis vinifera com a presenca de compostos fendlicos. Eles confirmaram a
inibicdo para as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e para as
Gram-negativas (Escherichia coli O157:H7, Salmonella infantis e Campylobacter coli).
Jayaprakasha, Selvi e Sakariah (2002) analisaram a atividade antimicrobiana de sementes de
uva Vitis vinifera. Foram testadas as bactérias Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Echerichia coli e Pseudomonas aeruginosa. As bactérias
Gram-positivas foram inibidas completamente em 850-1000 ppm, j& as Gram-negativas foram
inibidas na concentragdo de 1250-1500 ppm.

Segundo Vaquero, Alberto e Nadra (2007), o acido cafeico ndo flavonoide e o0s
flavonoides, como rutina e quercetina, apresentaram maiores atividades inibitérias sobre o
crescimento de Listeria monocytogenes. Rhodes e colaboradores, (2006) concluiram que as
fracdes fenolicas poliméricas produziram a maior atividade de inibicdo para todas as espécies
Listeria, mas ndo para outras bactérias como Bacillus cereus, Salmonella menston, E. Coli,
Sthaphylococcus aureus ou Yersinia enterocolitica. Sivarooban, Hettiarachchy e Johnson
(2008), avaliaram a acdo antibacteriana do extrato de semente de uva sobe as bactérias
Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 e S. typhmurium. O extrato reduziu a populagéo de
L. monocytogenes em 1 logUFC/mL ap6s 1h de incubacdo a 25°C. Contudo E.coli e S.
typhimurium apresentaram apenas redugdes de 0,1 e 0,2 log UFC/mL, respectivamente.

O efeito inibitério de compostos fendlicos a partir de extratos naturais sdo mais
potentes para bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas que possuem a camada
lipopolissacarideo, o que pode estar relacionado com a reducdo da sensibilidade contra
extratos naturais (SIVAROOBAN; HETTIARACHCHY’; JOHNSON, 2008).

Deve-se considerar a cultivar analisada, bem como a concentracdo utilizada na analise e
suas condicdes de cultivo para entdo associar as propriedades antimicrobianas ao extrato

caracterizado.

4.2 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS
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Os resultados da caracterizagdo das membranas estdo descritos nos topicos a seguir.

4.2.1 Analise macroscépica e morfologica

As membranas sintetizadas com quitosana (QUIT) e com a combinagdo quitosana e
extrato de uva (QE) apresentaram flexibilidade e transparéncia, segundo analise
macroscopica. Franco (2014), relatou que estas sdo algumas caracteristicas essenciais para se
ter um bom material para o tratamento de feridas cutaneas. As membranas podem ser

observadas na Figura 23.

Figura 23 - Membranas sintetizadas : a- membrana de quitosana (QUIT);
b- membrana quitosana/extrato de uva (QE).

Fonte: Da autora.

As espessuras das membranas estdo apresentadas na Tabela 4. Pode-se notar que a
espessura de QE é quase o dobro da espessura de QUIT. Esse aumento é em razdo ao carater
hidrofilico do extrato e consequentemente sua maior absor¢do de umidade, alterando assim a
espessura da membrana. A obtencdo de uma uniformidade da espessura indica que 0s
componentes da membrana estdo distribuidos igualmente. Pode-se observar que o desvio
padrdo € relativamente baixo, comprovando assim a uniformidade destas.

Peng e colaboradores (2013), relataram um aumento da espessura com incorporagéo de

extrato de chd verde em filmes de quitosana. Rubilar e colaboradores (2013) também
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verificaram um aumento na espessura ap0s incorporacdo de extrato de semente de uva e

carvacrol em filmes de quitosana.

Tabela 4 - Espessuras das membranas de quitosana (QUIT)
e quitosana com extrato de uva (QE)

Amostra Espessura (mm)
QUIT 0,031 +0,001
QE 0,051+0,001

Fonte: Da autora.

As micrografias obtidas na analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) para
as amostras das membranas QUIT e QE sdo observadas na Figura 24. Comparando as
micrografias (a) e (c), percebe-se que ndo houve diferenca entre as amostras, no qual ambas
apresentaram uma superficie lisa e homogénea o que indica a compatibilidade e miscibilidade
da quitosana com o extrato de uva. Com relagdo as micrografias (b) e (d), que equivalem ao
interior das membranas QUIT e QE, respectivamente, é possivel notar a estrutura densa e uma
homogeneidade das camadas formadas. Resultados similares foram observados por Bof e
colaboradores (2016) e Rubilar e colaboradores, (2013).
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Figura 24 — Comparacdo das micrografias: membrana QUIT (a) e (b) a 100um (superficie) e
3um (interior), respectivamente; e membrana QE (c) e (d) a 100um (superficie)
e 3um (interior), respectivamente.
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Fonte: Da autora.

4.2.2 Determinacdo da umidade, intumescimento, solubilidade em agua e
permeabilidade ao vapor de agua

A Tabela 5 mostra os parametros que foram averiguados para as membranas

sintetizadas.
Tabela 5 — Umidade e intumescimento das membranas QUIT
e QE.
Umidade Intumescimento
Amostras (%) (%)
QUIT 13,98 £0,1169 85,42 + 5,861
QE 21,28 £0,9181 98,69 +0,4104

Fonte: Da autora.
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A umidade da membrana QE encontrada foi superior a membrana QUIT, isso mostra
que o carater hidrofilico dos compostos fendlicos é maior quando comparada a quitosana.
Segundo Espinoza e Villeneuve (2005), acidos fenolicos sdo antioxidantes naturais com
carater hidrofilico (receptivos a umidade), dentre eles estdo os derivados de acido benzoico
como o acido gélico que foi encontrado no presente estudo. A membrana QUIT apresentou
resultado semelhante ao encontrado por Campos et al. (2007), Franco (2014) e Brianezi
(2016). Uma porcentagem elevada de umidade pode acarretar em desvantagens, como por
exemplo, proporcionar um meio favordvel para proliferacdo de microrganismos e
consequentemente degradar as membranas.

Com relagdo ao comportamento hidrico, a membrana QE obteve maior absor¢édo
comparada a membrana QUIT. Isso pode ser em razdo da membrana QE conter mais grupos
com carater hidrofilico do que a quitosana, aumentando assim seu comportamento hidrico
(ESPINOZA; VILLENEUVE, 2005). Quando imersas, as membranas QE incharam
adquirindo consiténcia de gel e, ap6s o periodo de 24h praticamente toda agua inicialmente
adicionada foi absorvida, facilitando assim a retirada dos filmes para pesagem final. Por outro
lado, as membranas QUIT quando imersas também incharam adquirindo consisténcia de gel,
mas, apos o perido de 24h, ndo absorveram toda &gua inicialmente adicionada, sendo que em
algumas amostras as membranas se dissolveram o que dificultou a retirada de agua adsorvida
na superficie. Isto pode explicar o desvio padrdo maior obtido quando comparado a
membrana QE. Este carater hidrofilico justifica 0 aumento da espessura uma vez observado.

A Figura 25 mostra a comparacdo da absorcao de agua entre as membranas de QUIT e

QE.
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Figura 25 — Comparacao da porcentagem de absorcao de dgua entre
as membranas QE e QUIT.
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Fonte: Da autora.

Na Tabela 6 é possivel visualizar os resulatdos obtidos para a solubilidade e

permeabilidade ao vapor de 4gua para as membranas sintetizadas.

Tabela 6 — Solubilidade e permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) das membranas QUIT e QE

- PVA
Solubilidade 2
Amostras (%) [g.mm/m*“.dia.Kpa]
QUIT 53,56 + 2,788 3,02 £0,293
QE 14,34 + 0,4764 1,18+0,228

Fonte: Da autora.

Com relacdo a solubilidade e a permeabilidade ao vapor de agua, a membrana QUIT
apresentou maiores valores em relacdo a membrana QE. As moléculas de quitosana no filme
ndo estdo ligadas entre si 0 que torna mais facil a solubilizacdo em &gua e também permitem
mais facilmente a passagem de vapor de agua pelo filme. Ja nas membranas com incorporacéo
de extrato houve uma forte interacdo entre as moléculas do extrato e a quitosana as
aproximando. Por esta razdo, esta interacdo dificulta a solubilizacdo assim como a passagem

do vapor de 4gua em razdo da diminuicdo dos espacos vazios.
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Rubilar et al. 2013, também encontraram um reducdo na solubilidade em filmes com
incorporacdo de extrato de uva e quitosana, onde para filmes com quitosana obteve-se 22,74 +
1.82% e para filmes com incorporacdo do extrato 20,53 + 4,96%. O coeficiente de
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) encontrado para a membrana de quitosana também
foi maior comparado a membrana de quitosana com extratos contendo compostos fenolicos
em sua composicdo nas pesquisas de Peng et al. (2013), Siripatrawan e Harte (2010), Wang et
al. (2012). Siripatrawan e Harte (2010) analisaram filmes de quitosana com incorporacédo de
cha verde com diferentes concentracdes. A medida que as concentragdes aumentaram houve
reducdo na permeabilidade ao vapor de &gua passando de 0,256 + 0,023 para 0,087 + 0,012 ¢
mm m? d™* kPA™ com concentracdes de 2% e 20%, respectivamente.

Essas propriedades (umidade, intumescimento, solubilidade e permabiliadade ao vapor
de agua) sdo interessantes devido a conservacdo da integridade da membrana principalmente
em ambientes Umidos, como no processo de cicatrizacdo (PENG et al., 2013). A troca de
gases com 0 ambiente é propicia para se ter um adequado tratamento de feridas, uma vez que
a pele exerce essa funcdo. Um bom curativo deve ao mesmo tempo manter o local da ferida
Umido e absorver 0 exsudato excretado da lesdo para evitar o acumulo de liquido entre a
ferida e o curativo e consequentemente a contaminacgdo por microrganismos (CAMPOS et al.,
2007).

4.2.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Com base nas curvas pdde-se obter os valores da temperatura de fusédo (Tm) e entalpia
(AH) para cada amostra analisada e consequentemente calcular o grau de cristalinidade. Na
Tebela 7 é possivel visualizar tais resultados e a Figura 26 mostra a comparacao das curvas
referentes as amostras.

O aumento da temperatura de fusdo da membrana QE em relacdo a temperatura da
membrana QUIT confirma a interacdo entre o extrato e a quitosana por meio da formacéo de
ligacBes intermoleculares, como ligacGes de hidrogénio, através das hidroxilas livres da
quitosana, e também ligacGes covalentes. Desta forma, a estabilidade térmica da membrana
QE € maior quando comparada a membrana QUIT. Resultados similares foram encontrados

por SOUSA e colaboradores (2016) ao analisarem filmes de quitosana com extrato aquoso de
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Combretum duarteanum e também por Peng, Wu e Li (2013), ao analisarem filmes de
quitosana e extrato de cha verde.

Apesar deste aumento na temperatura de fusdo houve uma reducdo na entalpia e
consequentemente na cristalinidade da membrana QE comparada a membrana QUIT.
Possivelmente a presenca de polifendis na estrutura da membrana dificulta a organizacdo do

polimero, pois agem como plastificantes, causando também dobramentos na estrutura.

Tabela 7 — Resultados obtidos do ensaio de Calorimetria Diferencial de

Varredura (DSC).
o Grau de
S Tm(C)  AHU®)  istalinidade (%)
Membrana QUIT 119,5 4827 51,02
Membrana QE 1475 331,5 35,04

Fonte: Da autora.

Figura 26 — Deslocamento da temperatura de fusdo e reducao
da area para a membrana QE em comparagdo a
membrana QUIT.
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4.2.4 Andlise de Infravermelho (FTIR)

Na Figura 27 é possivel visualizar os espectros obtidos para as amostras de quitosana
em po, extrato de uva, membrana QUIT e membrana QE.

O espectro da membrana QUIT mostra que na regido entre 3609 cm™ a 3001 cm™ séo
atribuidas vibracdes de estiramento -OH livre e estiramento assimétrico e simétrico das
ligaces —~NH em grupo amino, respectivamente. As bandas entre 3928 cm™ e 2855 cm™ sdo
atribuidas as vibracées de estiramento C-H. As bandas 1642 cm™, 1556 cm™ e 1319 cm™
referem-se ao estiramento C=0 (amida 1), flexdo de N-H (amida Il) e alongamento C-N
(amida 111), respectivamente. A banda em 1411 cm™ refere-se a grupos carboxilados
possivelmente devido a presenca de acido acético residual utilizado na preparacdo das
membranas. J4 a banda 1378 cm™ é atribuida a grupos acetamidas, o que indica que a
quitosana ndo era totalmente desacetilada (grau de desacetilacdo utilizado >75%). As bandas
entre 1200 cm™ a 800 cm™ estdo relacionadas a grupos C-O e C-C que correspondem &s
vibracOes originado de estruturas de sacarideos, como a dextrose (FERREIRA et al., 2014;
RUBILAR et al., 2013; WANG et al., 2012).

Comparando as membranas percebe-se que a incorporacdo do extrato mostrou 0 mesmo
padrdo da a membrana QUIT, sem alteracdo visivel no deslocamento do nimero de onda. H&
uma pequena diferenca na regido circulada em verde correspondente & 1500 cm™, o que
provavelmente indica a interacdo quitosana/extrato ja verificada nos ensaios de solubilidade,
permeabilidade ao vapor de agua e andlise térmica realizados. Segundo Olejar et al. (2014), a
regido espectral 1617-1450 cm-1 esta relacionada as frequéncias vibratorias tipicas das
ligacbes C=C nos anéis aromaticos e heterociclicos. Nessa regido encontra-se tambem
procianidina ndo-galatada, devido a auséncia do gotejamento tipico para compostos de galato
de flavonol.

Desta forma, pode-se inferir que ndo ocorreram alteragdes relevantes nas membranas. O
mesmo caso foi observado por Ferreira et al. (2014) ao analisar membranas de quitosana com

a incorporacdo de extrato de uva para utilizagdo em embalagens alimenticias.
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Figura 27 — Comparacéo dos espectros de FTIR das amostras de quitosana
em po, extrato de uva Jacquez, membrana QUIT e membrana

QE.
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4.2.5 Andlise antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana podem ser observados na Figura 28.
Conforme observado, as membranas de QE obtiveram resultado negativo contra a inibigéo de
crescimento de E.coli e S. Aureus, sendo necessario identificar qual a Concentracdo Minima
Inibitdria do extrato que satisfaca tais inibicoes.

A membrana QUIT também ndo mostrou a presenca de halo de inibicdo para as
bactérias analisadas. Pesquisas descrevem que a massa molecular da quitosana influencia a
atividade antibacteriana. Segundo Zheng e Zhu (2003) para bactérias gram-positivas quanto
maior a massa molecular de quitosana maior sera a atividade antimicrobiana. Por outro lado,
para bactérias gram-negativas, quanto menor a massa da molécula maior serd sua atividade

antimicrobiana. Neste estudo foi utilizada a quitosana de médio peso molecular o que,
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possivelmente, influenciou nos resultados obtidos. A finalidade da quitosana neste estudo é
sintetizar um meio mais propicio, no caso as membranas, para ocorrer a liberacdo do extrato
no tratamento de feridas cutaneas.

Figura 28 - Resultados da atividade bacteriana. Em a: Escherichia coli, para as amostras Al
(QUIT), A2 (QE), A3 (controle positivo) e A4 (controle negativo). Em b:
Staphylococcus aureus, para as amostras B1 (QUIT), B2 (QE), B3 (controle
positivo) e B4 (controle negativo).

Fonte: Da autora.



82

5 CONCLUSAO

A etapa de obtengdo e caracterizagdo do extrato de uva do cultivar Jacques, Vitis
bourquina, mostrou-se satisfatoria sendo possivel identificar a presenca de compostos

fenolicos que incluem os flavonoides e os taninos condensados.

As membrans desenvolvidas mostraram-se uniformes, garantindo a completa
distribuicdo dos compostos pela membrana, e transparentes, onde se torna possivel a
visualizagdo da ferida para sua manutencdo. A membrana QE obteve resultados que
comprovam a interacdo formada entre a quitosana e o extrato de uva. Os filmes
também apresentaram boa umidade, capacidade de absorcéo de fluidos, permitiram a
passagem de vapores de &gua, mantiveram a integridade no teste de solubilidade, e
ainda, mostraram resisténcia térmica acima da temperatura corpérea. A atividade
antimicrobiana com o extrato concentrado inibiu o crescimento bacteriano. Contudo, a

na concentracdo de 5mg/mL este comportamento nao foi observado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Verificar o teor de compostos fendlicos, flavonoides e taninos em variedades de uvas

no estadio de maturacéo;

e aumentar a concentragdo do extrato de uva na formulagdo das membranas para
averiguar a presenca de atividade antimicrobiana;
e realizar outros testes in vitro, como atividade anti-inflamatoria e testes in vivo para

comprovacao da eficacia do poder cicatrizante das membranas elaboradas.
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