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RESUMO

A busca por alternativas naturais e tratamentos menos invasivos estd cada vez mais em
ascensdo, permeando ndo s6 a esfera do bem-estar, mas também a medicina e os cuidados
dermatologicos. Essa tendéncia ¢ impulsionada pela crescente preocupagao com o estilo de vida
e pela insatisfacdo diante dos efeitos colaterais, custos elevados e resultados insatisfatérios
associados aos métodos tradicionais. As feridas, sejam agudas ou cronicas, originadas por
traumas, queimaduras ou condi¢des médicas, impactam profundamente a qualidade de vida dos
pacientes, desde a realizacdo das atividades didrias basicas e até contribuindo para
instabilidades emocionais. As lesdes geralmente acompanham desconforto, coceira, odor e
secrecoes, acentuando ainda mais a necessidade de abordagens terapéuticas mais eficazes e
gentis. O processo de cicatrizacdo de feridas pode ser afetado por uma variedade de fatores, que
incluem condi¢cdes médicas subjacentes, estilo de vida do paciente e a presenca de
microrganismos, elevando o risco de infecgdes e interferindo no processo de cicatrizagao,
especialmente as cepas resistentes a multiplos antibioticos, como a bactéria Staphylococcus
aureus. Em resposta a essa complexidade, hd uma crescente exploragdo de matérias-primas
biodegradaveis e biocompativeis para o tratamento de feridas. Essa abordagem busca ndo
apenas promover a cicatrizagdo eficaz, mas também reduzir o risco de complicac¢des associadas
a infeccdo e melhorar os resultados terap€uticos. Entre esses, merecem destaque os Oleos
essenciais, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, o 6leo de rosa
mosqueta, reconhecido por sua capacidade regenerativa e amplamente empregado na industria
cosmética, e o alginato de sddio, um polissacarideo natural extraido de algas, ndo toxico e de
alta capacidade absorvente. Com o objetivo de criar curativos avancados para feridas, foram
elaborados filmes biodegradaveis em solugdo aquosa, contendo alginato de sédio, glicerina,
Tween 20, 6leo de rosa mosqueta e uma combinacao de 6leos essenciais de lavanda, palmarosa,
horteld e canela. Os materiais foram submetidos a caracterizagdo de suas propriedades
mecanicas e Opticas, solubilidade, permeabilidade ao vapor de &4gua e a capacidade
antimicrobiana contra o biofilme de S. aureus. Essa avaliacao foi realizada em sete momentos
distintos, aos 0, 15, 30, 60, 90, 180 e 270 dias de armazenamento. Os filmes formulados
demonstraram grande potencial como curativos para feridas. Além de estarem alinhados com a
crescente demanda por solugdes naturais e sustentaveis, apresentaram multiplos beneficios, tais
como atividade bactericida, protecdo contra raios ultravioleta e propriedades mecanicas ideais,
incluindo elasticidade e permeabilidade ao vapor de agua. Ademais, sdo soluveis em agua,
caracteristica que facilita a troca do curativo sem causar danos adicionais a pele lesionada, ndo
geram residuos descartaveis ao meio ambiente e demonstraram vida Util longa.

Palavras-chave: feridas; biofilme; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The search for natural alternatives and less invasive treatments is increasingly on the rise,
permeating not only the field of well-being but also medicine and dermatological care. This
trend is driven by the growing concern with lifestyle and dissatisfaction with the side effects,
high costs, and unsatisfactory results associated with traditional methods. Wounds, whether
acute or chronic, caused by trauma, burns, or medical conditions, deeply impact patients' quality
of life, affecting even basic daily activities and contributing to emotional instability. Injuries
are often accompanied by discomfort, itching, odor, and secretions, further emphasizing the
need for more effective and gentle therapeutic approaches. The wound healing process can be
affected by a variety of factors, including underlying medical conditions, the patient’s lifestyle,
and the presence of microorganisms, increasing the risk of infections and interfering with
healing, especially antibiotic-resistant strains, with Staphylococcus aureus being one of the
most relevant bacteria in this context. In response to this complexity, there is a growing
exploration of biodegradable and biocompatible raw materials for wound treatment. This
approach aims not only to promote effective healing but also to reduce the risk of infection-
related complications and improve therapeutic outcomes. Among these, essential oils stand out,
known for their antimicrobial and antioxidant properties, rosehip oil, recognized for its
regenerative ability and widely used in the cosmetic industry, and sodium alginate, a natural
polysaccharide derived from algae, non-toxic, and highly absorbent. In order to create advanced
wound dressings, biodegradable films were developed in aqueous solution, containing sodium
alginate, glycerin, tween 20, rosehip oil, and a combination of lavender, palmarosa, mint, and
cinnamon essential oils. The materials were characterized by their mechanical and optical
properties, solubility, water vapor permeability, and antimicrobial activity against S. aureus
biofilm. This evaluation was performed at seven distinct times: 0, 15, 30, 60, 90, 180, and 270
days of storage. The formulated films showed great potential as wound dressings. In addition
to being aligned with the growing demand for natural and sustainable solutions, they exhibited
multiple benefits, such as bactericidal activity, protection against ultraviolet rays, and ideal
mechanical properties, including elasticity and water vapor permeability. Furthermore, they are
water-soluble, a characteristic that would facilitate dressing changes without causing additional
damage to the injured skin, they do not generate disposable waste for the environment, and they
demonstrated a long shelf life.

Keywords: wounds; biofilm; Staphylococcus aureus.



INDICADORES DE IMPACTO

As feridas cronicas sdo lesdes cutdneas que ndo seguem o processo comum de cicatrizagao,
condigdes essas que afetam drasticamente a qualidade de vida e bem-estar dos pacientes, que
podem passar meses ou até mesmo anos em tratamento, pois sdo acompanhadas de dores, odor
e exsudatos, impactando suas atividades diarias basicas. Ao longo dos anos o numero de
pacientes acometidos por essa enfermidade tem aumentado, associado ao envelhecimento
populacional, diabetes e doengas vasculares. Como resultado, as despesas para o sistema de
satde em todo o mundo tém se elevado. A infec¢do causada por microrganismos ¢ uma das
causas que atrasam a cicatrizacdo do tecido. Diante disso, o desenvolvimento de potenciais
curativos incorporados com Oleos essenciais atende a demanda global por tratamentos mais
naturais, com menos efeitos colaterais, que geram menos residuos ao meio ambiente e sao mais
acessiveis economicamente. Objetivou-se formular filmes de alginato de sédio incorporados
com oOleos de atividade antimicrobiana e regeneradora contra o biofilme de Staphylococcus
aureus, uma das bactérias mais isoladas de feridas. Os produtos desenvolvidos demonstram
grande potencial para serem utilizados como curativos funcionais para feridas, pois além da
acdo antimicrobiana também apresentaram propriedades mecanicas ideais, protecdo contra
raios ultravioleta e alta solubilidade em agua, além de se manterem estaveis ao longo de meses

de analises.



IMPACT INDICATORS

Chronic wounds are skin lesions that do not follow the common healing process. These
conditions drastically affect the patients' quality of life and well-being, as they can spend
months or even years in treatment due to pain, odor, exudates, impacting their basic daily
activities. Over the years, the number of patients affected by this condition has increased,
associated with an aging population, diabetes, and vascular diseases. As a result, healthcare
expenses worldwide have been rising. Infection caused by microorganisms is one of the reasons
that delay tissue healing. In this context, the development of potential dressings incorporated
with essential oils meets the global demand for more natural treatments, with fewer side effects,
reduced waste, and greater economic accessibility. The aim was to formulate sodium alginate
films incorporated with oils with antimicrobial and regenerative activity against the biofilm of
Staphylococcus aureus, one of the most commonly isolated bacteria from wounds. The
developed products show great potential to be used as functional wound dressings,
demonstrating not only antimicrobial activity but also ideal mechanical properties, protection

against ultraviolet rays, high water solubility, and stability over several months of analysis.
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1 INTRODUCAO

As feridas sao lesdes na pele que ocorrem devido a ruptura da integridade do tecido
cutaneo, originadas por traumas, queimaduras ou condi¢des clinicas. Podem ser categorizadas
como agudas, quando seguem o processo de cicatrizacdo sem complica¢des dentro do periodo
esperado, ou cronicas, quando apresentam dificuldades no processo de cicatrizagdo e
permanecem abertas por mais de quatro semanas (Frykberg; Banks, 2015; Falanga et al., 2022).

Circunstancias como essas tém um impacto significativo na qualidade de vida e no bem-
estar dos pacientes, podendo exigir meses ou até mesmo anos de tratamentos, uma vez que essas
feridas, além de causarem alteragdes na integridade da pele, também s3o acompanhadas de
dores, pruidos, odor e exsudatos, afetando, assim, atividades diarias basicas de locomogao,
lazer, trabalho, sono, bem como instabilidades emocionais (Dias et al., 2014; Millan; Gan,;
Townsend, 2019; Araujo et al., 2020).

Por afetarem boa parcela da populagao, as feridas cronicas t€m sido tratadas como uma
epidemia silenciosa, dado que a quantidade de pacientes atingidos tem aumentado ao longo dos
anos, associado ao envelhecimento populacional, diabetes e doencas vasculares (Sen et al.,
2009; Heyer et al., 2016; Olsson et al., 2019; Ruiz; Lima, 2022). Isso implica em despesas para
os sistemas de saude em todo o mundo, pois envolve ndo apenas os custos com medicamentos
e curativos, mas também com o atendimento hospitalar (Oussalah et al., 2007; Phillips et al.,
2016; Graves; Phillips; Harding, 2022).

Diversos fatores podem interferir e retardar o processo de cicatriza¢do, incluindo
enfermidades como insuficiéncia venosa, hipertensdo arterial, diabetes, condi¢des
inflamatoérias, tabagismo, deficiéncias nutricionais € a colonizagdo de microrganismos com
formagao de biofilme (Gosain; Dipietro, 2004; Sen et al., 2009). Multiplos estudos demonstram
que microrganismos isolados de feridas cronicas apresentaram resisténcia a um ou mais
antibidticos (Pugazhendhi; Dorairaj, 2018; Yildiz et al., 2018). Staphylococcus aureus,
incluindo suas variantes resistentes a meticilina (MRSA), ¢ um dos mais prevalentes nesse
contexto (Martins ef al., 2012; Balbuena et al., 2015; Garcia et al., 2021; Alaje et al., 2023). E
uma bactéria Gram-positiva, que produz uma variedade de fatores de viruléncia e estd implicada
em infecgdes tanto em humanos quanto em animais. Como parte da microbiota natural da pele,
pode desencadear infecgdes quando ocorrem lesdes cutaneas, desempenhando, assim, um papel
significativo na formacao de feridas (Bachert; Gevaert; Van Cauwenberge, 2002).

Pesquisas indicam que microrganismos encontrados em feridas cronicas podem

desenvolver resisténcia a um ou mais tipos de antibioticos. Assim, t€ém sido extensivamente
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exploradas opg¢des de antimicrobianos alternativos (Martins et al., 2010, 2012). Os oleos
essenciais tém sido estudados e utilizados como antimicrobianos pela sua composi¢ao
complexa de substancias capazes de atuar em multiplos mecanismos de acao na célula
microbiana, desencadeando alteragdes na membrana celular, no citoplasma, e na sintese
proteica (Nazzaro et al., 2013; Mutlu-Ingok et al., 2020).

As principais caracteristicas dos Oleos essenciais (alta volatilidade, instabilidade
quimica e baixa solubilidade em agua que limitam seu uso direto) podem ser contornadas com
o desenvolvimento de formulagdes em emulsdo, géis e nanoencapsulagao desses compostos.
Dessa forma, filmes de biopolimeros incorporados com 6leos essenciais sdo potencialmente
promissores para aplicagdo como curativos (Edris, 2007; Woollard; Tatham; Barker, 2007;
Xiang; Shen; Hong, 2020; Feng et al., 2022; Da Silva et al., 2023; Zhang et al., 2023). Nesse
cenario, filmes de biopolimeros combinados com oOleos essenciais emergem como uma
alternativa promissora para serem utilizados como curativos funcionais.

O alginato de s6dio ¢ um composto biocompativel que promove a absor¢ao do exsudato,
contribuindo para cicatrizagdo mais rapida e aprimorada da pele, além de atuar como uma
barreira fisica de prote¢do do ferimento (Hammoudi ef al., 2020; Xiang; Shen; Hong, 2020).
Adicionalmente, os filmes de alginato podem ser enriquecidos com compostos antimicrobianos,
que sao liberados de forma gradual, auxiliando a redu¢@o dos microrganismos infecciosos da
ferida (Garg et al., 2023; Igbal et al., 2023).

Portanto, a elaboragdo de filmes contendo 6leos essenciais para tratamento de feridas
cronicas, queimaduras ou até mesmo em incisdes cirdrgicas para controlar e reduzir
microrganismos seria bem absorvido pela area da satide. Esses curativos funcionais ndo apenas
atendem a crescente demanda por tratamentos mais naturais, com menor incidéncia de efeitos
colaterais e de maior acessibilidade econdmica, como também estdo alinhados a preocupagao
global sobre o impacto ambiental, oferecendo uma reducao significativa de residuos.

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver e caracterizar filmes de alginato de
sodio incorporados com oOleos essenciais de lavanda, palmarosa, horteld, canela e dleo de rosa
mosqueta, a fim de obter curativos funcionais que apresentem atividade antimicrobiana sobre

o biofilme do Staphylococcus aureus.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Feridas cronicas

As feridas cronicas sdo aquelas que o processo de cicatrizacdo ndo progride conforme o
habitual e permanece por mais de 4 semanas. Estdo incluidas nessa categoria as ulceras
vasculares, ulceras nos pés de pacientes diabéticos e também as tulceras por pressdo, entre
outras, mas todas possuem algumas caracteristicas em comum, como: inflamacao prolongada,
infecgdes persistentes, formacao de biofilmes (Figura 1) e a incapacidade das células dérmicas
e/ou epidérmicas de responderem a estimulos reparadores (Frykberg; Banks, 2015).

Essas comorbidades, além de prejudicarem muito a qualidade de vida dos pacientes, sdo
um grande desafio para os sistemas de satide ao redor do mundo. As tlceras cronicas de pernas
e pés sdo atribuidas a insuficiéncia venosa cronica, doenga arterial, pressdo prolongada ou
neuropatia e ocorrem em muitos adultos com doenca vascular ou diabetes (Valencia et al.,
2001). De acordo com a Agéncia Canadense de Drogas e Tecnologias em Satde, essas feridas
podem durar aproximadamente 13 meses, sdo recorrentes em 60 a 70% dos pacientes e mais

prevalentes em idosos.

Figura 1 - Micrografia eletronica mostrando biofilme de bactérias em ferida.
e T

) oum u
A) Biofilme de células bacterianas em forma de cocos sobre feixes de colageno dentro da ferida; B)
Microscopia eletronica de varredura mostra a colonizagao de ferida por bactérias em forma de bastonetes
€ COcCoOs.

Fonte: James ef al. (2008).

Muitos estudos apontam a presenca de multiplas espécies bacterianas infectando as
feridas cronicas. Gjodsbel et al. (2006) investigaram o perfil bacteriano em ulceras venosas
cronicas em pacientes com feridas persistentes nas pernas e todas as lesdes apresentaram mais

de uma espécie bacteriana. Em 93,5% delas foi encontrado Staphylococcus aureus, seguido por
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Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa, com 71,7% e 52,2% de presenca,
respectivamente.

James et al. (2008) analisaram, através de microscopia, 50 amostras de feridas cronicas,
sendo que 60% delas apresentaram biofilmes. Staphylococcus e Enterococcus foram os géneros
que mais predominaram nas amostras, 65% e 62%, respectivamente, mas Pseudomonas e
Proteus também estavam presentes entre outros géneros em menor proporgao.

Resultados semelhantes a esses foram observados em um estudo conduzido aqui no
Brasil, na cidade de Goiania. Em 65% das feridas analisadas foi detectada a presenca de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, em 23,3%, e Proteus mirabilis ¢ P.
vulgaris, em 16,6 e 15%, respectivamente (Martins et al., 2010).

Mesmo em ulceras venosas que nao apresentavam sinais clinicos de infec¢do, foi
detectada a presencga de microrganismos. Hansson ef al. (1995) coletaram amostras das tlceras
venosas de 58 pacientes e observaram crescimento microbiano em todos os casos, sendo que
um total de 79 espécies foram isoladas. Staphylococcus aureus foi encontrado em 88% das
feridas e Enterococcus faecalis em 74% delas; também foram observados fungos em 11% das
amostras analisadas.

Esses estudos reforgam a importancia em realizar pesquisas com o objetivo de inibir o
crescimento microbiano em feridas cronicas, principalmente da espécie Staphylococcus aureus,
frequentemente associada a essas lesoes.

Em Teresina-Piaui, Vieira e Aratjo (2018) realizaram um estudo epidemioldgico nos
servigos de aten¢do bdésica da cidade. Dos 339 idosos entrevistados, 40 apresentaram ferida
cronica e 35% desses tiveram mais de uma lesdo. Das 54 feridas analisadas, 28 eram de lesoes
de pressado, 14 tlceras diabéticas e 12 ulceras vasculares. A maioria das lesdes de pressdo e das
ulceras diabéticas tinham até 12 meses de evolucdo, enquanto a maioria das ulceras vasculares
tinham um tempo de evolugao acima de 48 meses.

Esses dados nos mostram como as feridas cronicas podem afetar significativamente a
qualidade de vida das pessoas por um longo periodo de tempo. No Brasil ainda h4 poucos
estudos sobre a prevaléncia dessas comorbidades na populagdo.

Feridas cronicas podem ocorrer de forma espontanea ou devido a um trauma local.
Geralmente, os pacientes com feridas cronicas apresentam doencas pré-existentes, como
diabetes, insuficiéncia venosa e arterial.

A cicatrizagdo de feridas passa por quatro estdgios: coagulacdo e hemostasia,
inflamagao, proliferacdo e remodelagao (Eming; Martin; Tomic-Canic, 2014). A primeira etapa

de coagulagdo e hemostasia se inicia imediatamente apos a lesdo, isso impede a exsanguinagao.
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Em seguida, a etapa de inflamacdo tem o objetivo de criar uma barreira imunologica contra
microrganismos. Apos o terceiro dia de lesdo se inicia a fase proliferativa, na qual ocorre a
migracao e deposicao de fibroblastos formando um tecido de granulagdo, cujo processo pode
durar até 15 dias. E, por fim, a fase de remodelagado, quando ocorre o desenvolvimento de novo
epitélio e formacao final de tecido cicatricial, cujo processo pode durar até dois anos ou mais,
dependendo das circunstancias (Velnar; Bailey; Smrkolj, 2009).

Como visto anteriormente, diversos processos estdo envolvidos na cicatrizagao de
feridas apos uma lesao. Mas quando ocorre uma falha em algum desses estagios o resultado
pode ser um queloide, uma cicatriz hipertroéfica ou uma ferida cronica (Eming; Martin; Tomic-
Canic, 2014). Fatores extrinsecos podem retardar ainda mais a cicatrizacao de feridas, como o
estado nutricional do paciente, tabagismo, medicamentos, doengas pré-existentes e

contaminagdo microbiana (Gosain; Dipietro, 2004).

2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva, mesofila, aerdbia facultativa,
produtora de coagulase e termonuclease, com capacidade de se desenvolver em ampla faixa de
temperatura e pH (Portocarrero; Newman; Mikel, 2002).

Seres humanos e animais sdo os principais reservatorios de Staphylococcus aureus. A
cavidade nasal humana ¢ a regido de maior foco de estafilococos, a partir dessa area pode
alcancar a epiderme e também ar, agua e qualquer outra superficie que entrar em contato com
o homem (Von Eiff et al., 2001; Kuehnert et al., 2006). E o principal patogeno envolvido em
casos de mastite bovina (Roberson ef al., 1994; Freitas et al., 2018).

Mesmo fazendo parte da microbiota humana, Staphylococcus aureus pode desencadear
desde infecgdes de pele, intoxicagdo gastrointestinal, até doengas graves, como endocardite,
meningite, septicemia, entre outras patologias (Bachert; Gevaert; Van Cauwenberge, 2002;
Santos et al., 2007). Também ¢ frequentemente associado a infecgdes de pele em feridas de
pacientes diabéticos, o que em alguns casos pode acabar resultando em ulceras nos pés,
amputacdes de membros e até morte (Macdonald ef al., 2002; Vu et al., 2014). A colonizag¢ao
microbiana das feridas diabéticas ¢ diversa, sendo S. aureus o agente mais encontrado nessas
lesdes, e cepas resistente a meticilina (MRSA) correspondendo a 18% desses agentes
(Macdonald et al., 2021).

Outro grupo bastante afetado por infeccdes com essa bactéria sdo os pacientes com

dermatite atopica. Acredita-se que a colonizacdo e as infecgdes por Staphylococcus aureus
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contribuem para a gravidade e persisténcia dessa doenca (Deckers et al., 2012). Pesquisas
apontam que os fatores de viruléncia das cepas de S. aureus sdo responsaveis, pelo menos em
parte, pela causa e manutencao da doenga, rompendo as barreiras epiteliais € aumentando a
inflamacao (Syed et al., 2015; Nakagawa et al., 2017; Liu, Haiyun et al., 2017; Kim et al.,
2019).

Para estabelecer uma infec¢do no organismo hospedeiro, essa bactéria pode expressar
um conjunto de fatores de viruléncia, incluindo toxinas extracelulares (hemolisinas,
enterotoxinas € leucotoxinas), enzimas (proteases e coagulases) e proteinas de superficie
(fatores de aglutinagdo, adesinas) (Zecconi; Scali, 2013). Essas e outras razdes possibilitam a
bactéria causar infeccdes e também toxinfec¢des alimentares, sendo estas associadas as
enterotoxinas produzidas pelo microrganismo.

A capacidade de tratar as infec¢des causadas por Staphylococcus aureus ¢ prejudicada
a medida que cresce a prevaléncia de cepas de resistentes a antibioticos (Li; Walker; De
Oliveira, 2022). Em 2019, MRSA foi atribuido a mais de 100.000 mortes (Murray et al., 2022).
A selecdo de cepas resistentes a multiplos antibidticos ¢ uma consequéncia do seu uso
indiscriminado ao longo dos anos e tem desafiado os pesquisadores na busca por tratamentos

eficazes (Ratnaraja; Hawkey, 2008; Tarai; Das; Kumar, 2013).

2.3 Biofilmes

Os biofilmes sdo caracterizados como comunidades microbianas muito bem
estruturadas, possibilitando, assim, uma aderéncia irreversivel em diversas superficies. Essa
composi¢do confere uma certa protecao a comunidade microbiana, permitindo seu crescimento
em diferentes ambientes, bioticos e abidticos (Costerton; Stewart; Greenberg, 1999). Acredita-
se que a formagdo dos biofilmes ¢ impulsionada pelo principio de sobrevivéncia, um
mecanismo de resposta ao estresse ambiental (Busscher; Van Der Mei, 2012).

Antony van Leeuwenhoek observou pela primeira vez fragmentos de células agregadas
em meados do século XVII, ao observar seus dentes. Mas somente em 1978, com o auxilio de
um microscopio mais sofisticado relataram a existéncia de biofilmes e mais tarde constataram
que grande parte dos microrganismos no ambiente estdo agrupados e fixos a um substrato
(Costerton; Geesey; Cheng, 1978; Costerton et al., 1987).

O desenvolvimento do biofilme passa por trés estdgios basicos: fixagcdo, maturacao e
dispersao (Hall-Stoodley; Costerton; Stoodley, 2004). No primeiro estagio, a fixacdo, as células

se aderem ao substrato, bidtico ou abidtico, e proliferam até formarem microcolonias; e a
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medida que estas se desenvolvem ¢ formada uma matriz extracelular, segundo estagio, que
protege as células dando a estrutura tridimensional do biofilme e auxiliando na sobrevivéncia
aos estresses do ambiente, nessa fase que ocorre o quorum sensing (QS), um processo de
comunicac¢do entre as células bacterianas que permite a regulacdo das expressoes génicas e
fatores de viruléncia (Flemming; Wingender, 2010). Por fim, o terceiro estagio ¢ caracterizado
pela degradacdo de parte da matriz extracelular para liberar células que dardo reinicio ao
processo em outro local. De acordo com os autores Stanley e Lazazzera (2004), os genes
responsaveis pela formacgao de biofilme sdo regulados em resposta a fatores ambientais.

Um biofilme pode ser prejudicial a saide humana em situagdes que se formam em
instrumentos cirirgicos, cateteres, implantes, lentes de contato e qualquer outro sistema que
possibilite a introdugdo de bactérias patogénicas no organismo humano (Turnbaugh et al., 2007;
Bjarnsholt, 2013). A partir de modelos animais, foi demonstrado que feridas infectadas com
biofilme tiveram atraso na cicatrizacdo em pelo menos duas semanas (Zhao et al., 2010, 2012).
A estrutura de exopolissacarideos produzidos pelas bactérias protege as células, podendo
dificultar a difusdo dos farmacos aplicados topicamente nas lesdes (Laurano et al., 2022).
Estudos utilizando cultura de células apontaram que os biofilmes interferiram na fase
proliferativa da cicatrizacdo (Kirker et al., 2009; Tankersley et al., 2014; Marano et al., 2015).
Em contrapartida, ha biofilmes que sd@o benéficos para os seres humanos, como a microbiota
intestinal, pois € a existéncia desse grupo diverso de bactérias que possibilita o organismo
absorver nutrientes e vitaminas (Saad, 2006).

Capaz de formar biofilme, Staphylococcus aureus é conhecido por causar infecgdes
cronicas em decorréncia de sua capacidade de resistir a diferentes antibioticos, podendo formar
biofilmes em diversas superficies e dispositivos médicos, como as valvulas cardiacas artificiais
implantadas, cateteres e proteses (Ribeiro; Monteiro; Ferraz, 2012; Mcconoughey ef al., 2014).
Por esse motivo ¢ frequentemente associado a infec¢des adquiridas em ambiente hospitalar
(Paharik; Horswill, 2016).

A partir de novas pesquisas com equipamentos mais sofisticados foi possivel observar
que o desenvolvimento do biofilme de Staphylococcus aureus passa por 5 fases: (1) fixacao,
(2) multiplicagdo, (3) €xodo, (4) maturagdo e (5) dispersdo (Moormeier et al., 2014), conforme

apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Modelo de desenvolvimento do biofilme de Staphylococcus aureus.
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Fonte: Moormeier e Bayles (2017).

2.4 Oleos essenciais

Nos vegetais, o metabolismo ¢ dividido em primario e secundario. O metabolismo
primdrio ¢ responsavel por realizar as fungdes vitais das plantas, sintetizando celulose, lignina,
proteinas, lipideos, aclcares e outras substancias necessarias (Elshafie; Camele, 2017),
enquanto o metabolismo secundario sintetiza compostos organicos variados, que podem ser
absorvidos pelas industrias farmacéuticas e cosméticas, pelo amplo potencial biologico que
apresentam (Simdes et al., 2017). Por essa razdo, podem ser relacionados as fungdes de
sobrevivéncia da espécie vegetal, inclusive a protecdo contra herbivoria e microrganismos
(Bakkali et al., 2008).

Alguns dos produtos mais notaveis do metabolismo secundério das plantas sao os 6leos
essenciais, pois sdo produtos volateis, lipofilicos, geralmente possuem odor marcante e
extraidos de diferentes partes das plantas a depender da espécie. Sao definidos, segundo a
International Organization for Standardization (ISO) em ISO 9235 (2013), como um produto
obtido da matéria-prima vegetal, pelos métodos de extragdo por destilagdo com vapor de agua,
destilacdo seca, hidrodestilagdo ou processos mecanicos (expressao de frutos citricos).

Os oleos essenciais sdo formados por multiplos componentes em diferentes
concentragdes, podendo apresentar até mais de cem compostos organicos, contudo, € mais
comum que um, dois ou até trés deles sejam encontrados em maiores propor¢des, sendo os
componentes majoritarios (Hammer; Carson; Riley, 1999). Fatores ambientais, como solo,
chuva, temperatura e o estagio de desenvolvimento da planta interferem na composi¢do dos
Oleos essenciais (Oussalah ef al., 2007; Meira; Martins; Manganotti, 2012). Esses metabolitos

apresentam composicdo quimica diversa, mas destacam-se principalmente os fenilpropanoides
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e terpenos (Castro et al., 2004; Veloso et al., 2014).

Em meio as numerosas propriedades biologicas dos 6leos essenciais, a atividade
antimicrobiana ¢ uma das mais pesquisadas em diferentes areas, biomédica, agronomica,
alimenticia, cosmética e outras (Mutlu-Ingok et al., 2020; Rodrigues et al., 2020; Candido et
al., 2022; De Oliveira et al., 2023). Essa propriedade dos 6leos essenciais ndo estd limitada a
apenas um unico mecanismo de acdo, justamente pela grande variedade de substancias que
compdem esses produtos, porém, essa agdo ¢ geralmente associada aos seus compostos
majoritarios (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008). Esses mecanismos nas diversas espécies
microbianas incluem modificagdes quimicas na membrana celular, alteragdes no citoplasma,
sintese proteica, entre outros (Andrade et al., 2012; Nazzaro et al., 2013).

De maneira geral, as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos efeitos dos 6leos
essenciais em comparagdo com as bactérias Gram-negativas, em decorréncia das diferencas
estruturais nas paredes celulares desses dois grupos (Trombetta ez al., 2005). Diferentemente
das Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas possuem, além da camada de peptideoglicano,
uma membrana externa (Nazzaro et al., 2013).

O interesse pelos Oleos essenciais € a importancia comercial e econdmica para as
industrias farmacéuticas, agrondmica, de perfumaria e cosmética e alimenticia tém aumentado
ao longo dos anos (Bakkali ef al., 2008). O comércio internacional de 6leos essenciais
movimentou em 2021 cerca de US$ 10,3 bilhGes, ¢ o Brasil desempenha um importante papel
nesse cenario, ocupando a quinta posi¢do de maiores exportadores mundiais em relacdo a

valores e a primeira em relacdo ao volume exportado (Bizzo; Rezende, 2022).

2.4.1 Cinnamomum cassia (Canela)

Cinnamomum cassia, conhecida por canela cassia ou canela da china, ¢ uma arvore
aromatica, da familia das Lauraceas, com distribui¢ao na China e no Sudeste Asiatico, de alto
valor econdmico e muito utilizada na culindria e medicina tradicional (Choi et al., 2001; Wang
et al., 2008). Dos mais de 160 compostos insolados e identificados de C. cassia, encontram-se
principalmente terpenoides, fenilpropanoides e glicosideos (Zhang et al., 2019).

A variedade de compostos presentes em Cinnamomum cassia € outras espécies do
género confere a essas plantas propriedades farmacolégicas diversas, como anti-inflamatorias,
analgésicas, antitumorais, antidiabéticas, antimicrobianas, antioxidantes, antivirais, entre outras
(Sun et al., 2016; Kacaniova et al., 2021; Aggarwal et al., 2022; Liang et al., 2022).

O cinamaldeido, responsavel pelo aroma e sabor intensos e associado as propriedades
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antibacterianas, corresponde a aproximadamente 85% da composicdo do 6leo essencial de
canela. Além dele, estdo presentes outros compostos de propriedades bioldgicas bem
reconhecidas, como o cineol, que apresenta agdo antiespasmodica, secretolitica e antifungica, e
o cariofileno, que possui grande potencial anti-inflamatério e forte agcdo antisséptica (Choi et
al.,2001; Wang et al., 2008; Trinh et al., 2015).

Oleo essencial de canela demonstrou atividade bactericida sobre cepas de
Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa de origem clinica, isoladas de aspirado
traqueal, as concentragdes minimas inibitérias foram de 1% e 0,15%, respectivamente (Santos;
Piccoli; Tebaldi, 2017). Outras pesquisas demonstraram a eficacia desse 6leo essencial em
biofilmes de S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, P. aeruginosa ¢ Escherichia coli (Firmino
etal.,2018).

Um estudo comparando o 6leo essencial de Cinnamomum cassia e seu composto
majoritario, trans-cainamaldeido sobre Listeria innocua, indicou que as perturbagdes na
membrana celular da bactéria foram mais severas quando exposta ao 6leo essencial que apenas
ao trans-cinamaldeido (Trinh et al., 2015). Esse resultado ¢ mais um indicio que outros

componentes do 6leo essencial também possuem importancia na atividade antimicrobiana.

2.4.2 Cymbopogon martinii (Palmarosa)

A planta Cymbopogon martini pertence a familia Poaceae, de mais de 140 espécies
encontradas principalmente na Africa e na India (Kakaraparthi et al., 2015). Seu 6leo essencial,
extraido das folhas por destilacio a vapor, € rico em geraniol (Raina et al, 2003), um
monoterpeno aciclico legalmente registrado como aromatizante no Conselho Europeu, nao ¢
toxico e ¢ considerado seguro pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos da
América. E um 6leo de alto valor no mercado, muito utilizado na perfumaria, possuindo aroma
caracteristico de rosa, pelo alto teor de geraniol (Ganjewala, 2009). Sua composi¢ao pode
ultrapassar 45 componentes, mas 0os compostos majoritarios, além do geraniol, geralmente sao
o acetato de geranila e linalol (Rao et al., 2005).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de palmarosa pode ser associada a
presenca do geraniol e linalol, que sdo capazes de alterar a permeabilidade da membrana celular
microbiana, modificar proteinas e enzimas periplasmaticas (Teixeira et al., 2020).

Foi observada uma redugdo significativa na biomassa de biofilmes de Staphylococcus

aureus € Pseudomonas aeruginosa (Millezi et al., 2020). Uma pesquisa recente revelou, por

meio de analise molecular, que o 6leo essencial de palmarosa foi capaz de desempenhar
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atividade anti-quorum sensing em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (Onem, 2022).

As propriedades do 6leo essencial de palmarosa sdo diversas: antibacteriana (Park et al.,
2023), antiftngica (Kou et al., 2023), antioxidante (Lawrence et al., 2012), entre outras, o que
faz desse 6leo uma matéria-prima interessante para ser utilizado na formulacao de curativos,

reunindo principios desejaveis para o produto.

2.4.3 Lavandula angustifolia (Lavanda)

A espécie Lavandula angustifolia também pertence a familia Lamiaceae, conhecida
popularmente por lavanda ou alfazema (Basch et al., 2004). Nativa da Europa, ¢ uma das
plantas que tem seu oleo essencial mais utilizado pelas induastrias de perfumes e cosméticos,
pois além do aroma agradivel e caracteristico, possuem propriedades cicatrizantes e
antissépticas (Ghadimi; Sharifi; Osanloo, 2020). Também ¢ um dos 6leos mais reconhecidos e
utilizados na aromaterapia, fato que tem impulsionado ainda mais sua producdo e
comercializa¢ao nesses ultimos anos (Tomi ef al., 2018; Bizzo; Rezende, 2022).

O dleo essencial de lavanda ¢ composto majoritariamente pelo linalol e acetato de
linalila (Pokajewicz et al., 2021), reconhecido por varias propriedades farmacoldgicas,
incluindo acao anti-inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana (Rai et al., 2020; De Alteriis et
al., 2021; Ozgen et al., 2022).

A atividade bactericida por vaporizagdo do 6leo essencial de Lavandula angustifolia foi
testada em diferentes areas do ambiente hospitalar pelo periodo de trés meses. Ao fim do estudo,
foi demonstrada a redu¢do microbiana em todas as areas, incluindo Staphylococcus aureus e
outros microrganismos resistentes a meticilina (Gismondi et al., 2021).

Estudos anteriores demonstraram o grande potencial desse o6leo essencial para o
tratamento de feridas (Kutlu et al., 2013; Kazemi ef al., 2020; Egri, 2020). Animais tratados
com 6leo essencial de lavanda tiveram redugdes significativas do tamanho das ulceras, aumento
da cicatrizacao e da taxa de reparagdo da mucosa quando comparados ao grupo placebo. No
mesmo estudo, pacientes com ulceras aftosas recorrentes tratados topicamente com o 6leo
essencial apresentaram reducdo significativa da inflamagdo, tamanho da lesdo e dor, em
comparagdo ao grupo placebo (Altaei, 2012). O potencial de cicatrizacdo do 6leo essencial
também foi evidenciado ao promover a sintese de colageno e a diferenciacao de fibroblastos

(Mori et al., 2016).
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2.4.4 Mentha piperita (Hortela-pimenta)

Popularmente nomeada por menta, horteld ou hortela-pimenta, Mentha piperita L.
pertence a familia Lamiaceae, nativa da Europa, mas amplamente cultivada nos EUA, Canada,
Asia, Norte da Africa, Brasil e em outras partes do mundo. E uma espécie hibrida, resultado do
cruzamento entre Mentha aquatica L. e Mentha spicata L. (Hudz et al., 2023). E reconhecida,
principalmente, pelo sabor caracteristico e aroma refrescante, além de possuir acao medicinal
ja relatada (Haber et al., 2005). Muito utilizada na culinaria e medicina tradicional.

O o6leo essencial dessa planta ¢ um dos mais produzidos e comercializados
mundialmente, composto por substancias comercialmente relevantes para a industria cosmética,
farmacéutica e alimenticia, como mentol, mentona e mentofurano, por possuirem propriedades
bioldgicas relevantes, como atividade antimicrobiana e antioxidante, além do sabor
caracteristico (Imai et al., 2001; Trajano et al., 2009). Estima-se que cerca de 55% do 6leo
essencial de Mentha piperita produzido seja destinado a fabricagdo de goma de mascar,
enquanto aproximadamente 34% sdo utilizados na producdo de cremes dentais e outros
produtos para cuidados orais (Hudz et al., 2023).

Um estudo utilizando o 6leo essencial puro e carreado por lipidios nanoestruturados
apontou que além da atividade antibacteriana sobre um amplo espectro de bactérias, também
foi observado em testes in vivo, em feridas de camundongos, que a infiltracao de fibroblastos,
a deposicdo de colageno e a reepitelizagdo foram significativamente maiores nos animais
tratados com 6leo essencial de horteld, em comparagdo ao grupo controle (Ghodrati; Farahpour;
Hamishehkar, 2019).

Frente a biofilmes dentérios, o 6leo essencial de hortela-pimenta demonstrou forte
atividade bactericida sobre diferentes espécies, Streptococcus mutans, S. salivarius e S. mitis,
com concentragio minima inibitéria (CMI) de 0,625; 0,312; e 1,25 mg.mL"!, respectivamente
(Alves, 2010).

Os genes responsaveis pela regulacao da sintese de biofilme de Streptococcus mutans,
cultivado em superficie dentéria, sofreram regulagdo negativa na presenca de nanogel de
quitosana incorporado com o 6leo essencial de hortela-pimenta (Ashrafi et al., 2019).

Li et al. (2011) apontaram que as CMIs do 6leo essencial, contra 28 isolados de
Staphylococcus aureus, variaram de 64-256 pg/mL, e que a producdo de exotoxinas relacionada
a viruléncia de S. aureus foi reduzida quando aplicadas doses subinibitorias do 6leo de forma
dose-dependente.

Em outro estudo realizado com o 6leo essencial de Mentha piperita, sua atividade
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inibitoria sobre o biofilme de Streptococcus mutans foi superior ao antisséptico quimico
clorexidina, tanto em testes in vitro quanto in vivo. E, ainda, apresentou concentra¢cdo minima
bactericida (CMB) inferior a clorexidina, 6000 ppm e 8000 ppm, respectivamente (Rasooli et
al., 2008).

Quanto a acdo anti-inflamatoria, observagdes histologicas confirmaram que a aplica¢ao
topica do 6leo essencial de hortela pimenta reduziu a resposta inflamatoria da pele em testes in
vivo, enquanto a aplicacao do creme contendo o 6leo essencial acelerou a cicatrizagao de feridas
quando comparado ao grupo controle (Kehili ef al., 2020). O experimento conduzido por
Modarresi et al. (2019) avaliou a resposta de diferentes doses do 6leo de Mentha piperita em
feridas de camundongos, inoculadas com cepas de Staphylococcus aureus ¢ Pseudomonas
aeruginosa, € os autores observaram a reducao da contagem total de bactérias; a diminui¢do da
inflamacdo e do edema local; e 0 aumento da migragao de fibroblastos, da sintese de colageno
e a reepitelizagdo do tecido lesionado. Esses estudos demonstram o potencial desse 6leo para o

tratamento de feridas persistentes e colonizadas por microrganismo.

2.5 Alginato de sédio

O alginato de sodio (NaAlg) ¢ um polissacarideo natural obtido geralmente a partir de
algas marrons, como Laminaria hypeborea, Macrocytis pyrifera, Ascophyllum nodosum entre
outras, também pode ser produzidos pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa e Azetobacter
vinelandi. Na forma de um p6 de cor creme que dissolve em meio aquoso formando uma
solucdo coloidal viscosa, podendo absorver agua até 200 a 300 vezes o seu proprio peso
(Gardner, 2004; Mogosanu; Grumezescu, 2014). O alginato ¢ um material natural
biodegradavel e biocompativel podendo ser utilizado em diversas aplicagdes clinicas (Liakos
etal.,2014).

Possui a estrutura quimica formada por unidades de - D -manurdnico (M) e &cido a- L
-gulurdnico (G), ou blocos unidos por ligacao glicosidica 1-4 de B- D -manurdnico e acido a- L
-gulurdnico (Rahmani et al.,, 2017). A propor¢do e sequéncia dos blocos MG conferem
mudangas nas propriedades fisicas do alginato, quanto mais unidades de - D -manurdnico,
maior maleabilidade nos hidrogéis e filmes produzidos, enquanto uma maior quantidade de
acido a- L -gulurdnico resulta em produtos mais rigidos (Smidsred, 1974; Wang et al., 2022;
Nezamdoost-Sani et al., 2023).

O uso do alginato de sddio foi considerado seguro e atdxico apds a realizacao de testes

de biocompatibilidade (Amirian et al., 2017) e ¢é aprovado pela Food and Drug
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Administration (FDA), institui¢do responsavel pela administragdo de alimentos e farmacos nos
Estados Unidos da América, para uso em certas aplicagdes biomédicas em humanos, e ¢ um
material utilizado em industrias alimenticias, farmacéuticas e outras (Siracusa et al., 2018;
Mahcene et al., 2020). Inclusive ja € comercializado para auxiliar a absor¢ao de exsudatos.
Apesar do alginato de sédio ndo possuir propriedades antimicrobianas, materiais
bioativos podem ser adicionados aos filmes para torna-los curativos funcionais. Entre eles, os
Oleos essenciais foram incorporados com sucesso aos filmes para apresentar atividade
antimicrobiana e antioxidante (Benavides; Villalobos-Carvajal; Reyes, 2012). Em ambientes
umidos, o alginato tem a capacidade de inchar, liberando compostos bioativos encapsulados

(Abourehab et al., 2022).

2.6 Oleo de rosa mosqueta

O oleo de rosa mosqueta ¢ extraido das sementes de diversas plantas do género Rosa,
principalmente Rosa rubiginosa e Rosa canina L., possui aspecto oleoso e ndo volatil e tem
sido objeto de estudo de inlimeros trabalhos cientificos nas Gltimas décadas (Szentmihalyi et
al., 2002; Dogan; Kazankaya, 2005; Robert et al., 2006 ; Contri et al., 2016).

O o6leo possui acidos graxos insaturados e o acido transretindico, que sao 0s compostos
relacionados com manutencdo da integridade e regenera¢do cutdnea (Belkhelladi; Bougrine,
2024). Os acidos graxos presentes podem auxiliar a cicatrizagdo de feridas por aumentar a
permeabilidade da membrana celular, facilitando a fase proliferativa do processo de
regeneragdo cutanea (Oliveira et al., 2023). Por ser rico em compostos antioxidantes, como
polifendis, vitaminas E e C e carotenoides, exerce efeito protetor sobre as novas células
formadas no tecido em regeneracdo (Salminen et al., 2005; Ilyasoglu, 2014) e prote¢ao contra
inflamacao e oxida¢ao (Lin; Zhong; Santiago, 2017).

Um estudo acompanhou a evolucdo da cicatrizagdo pds-cirurgica de pacientes por 12
semanas utilizando o 6leo de rosa mosqueta puro duas vezes ao dia e demonstrou mudanga
significativa em relacdo ao grupo controle nos pardmetros de melhora cosmética de eritema,
descoloracdo e atrofia de cicatrizes e suas aparéncias (Valeron-Almazan et al., 2015). Os
resultados de Lei ef al. (2019) mostraram que o 6leo de rosa mosqueta foi capaz de promover
a cicatrizacao de feridas e melhorar as cicatrizes de forma efetiva. Outro estudo acompanhando
a aplicagdo topica do 6leo em feridas de ratos diabéticos ao longo de dez dias, demonstrou uma

influéncia positiva na cicatrizagao das lesdes (Nascimento et al., 2023).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

Alginato de sédio (reagente ACS) adquirido da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil);
glicerina (pureza > 99,5%, reagente ASC) adquirida da Neon (Suzano, SP, Brasil); Tween 20,
oleo de rosa mosqueta e Oleos essenciais de Lavandula angustifolia, Cymbopogon martinii,
Mentha piperita ¢ Cinnamomum cassia adquiridos da Ferquima (Vargem Grande Paulista, SP,

Brasil); caldo triptona de soja (TSB) e agar triptona de soja (TSA) (KASVI).

3.2 Caracterizacao e quantificaciio dos dleos essenciais de Lavandula angustifolia,

Cymbopogon martinii, Mentha piperita e Cinnamomum cassia

As andlises dos 6leos essenciais foram realizadas por meio de cromatografia gasosa
acoplada a um detector de ionizagdo em chamas (CG-FID) em um sistema Agilent® 7890?
equipado com coluna capilar de silica fundida 5% Phenyl Methyl Silox (30 m de comprimento
x 250 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califéornia, EUA). Hélio foi
utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,16 mL/min; as temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas a 250 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi
de 60 °C com uma rampa de temperatura de 3 °C/min até 300 °C. Os 6leos essenciais foram
diluidos em acetato de etila (1%, v/v) e injetados automaticamente no cromatografo,
empregando volume de injecao de 1,0 uL, no modo split, a uma razao de inje¢do de 50:1.

Os compostos presentes nos o0leos foram identificados por comparagao dos seus indices
de retencdo relativos a série n-alcanos (CsCzo) e comparando os espectros de massas do banco
de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (Nist, 2008) e da literatura (Adams, 2007). Os indices
de retengdo foram calculados utilizando a equagdo proposta por Van den Dool e Kratz (1963),
e para as atribuicdes foram calculados indices de retencdo da literatura (Adams, 2007). A
concentracdo dos compostos foi calculada através da area relativa de seus respectivos picos,
relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra. O experimento foi conduzido

na Central de Anélises e Prospeccao Quimica da Universidade Federal de Lavras.
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3.3 Determinacio da concentracio minima bactericida do biofilme (CMBB)

A cepa de Staphylococcus aureus GL 4384 utilizada neste estudo foi cedida pela
Colegao de Cultura da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora, MG. Para formar o biofilme de
S. aureus, foram inoculadas aliquotas de 50 uL de cultura padronizada em 150 uL. de TSB em
cavidades de microplacas, seguido de incubacdo a 37 °C por 48 horas. Apos esse periodo, a
cultura foi removida e as cavidades foram lavadas trés vezes com solucao salina (0,85%) para
remocao das células ndo aderidas. Os 0Oleos essenciais foram adicionados as cavidades em
diferentes concentracdes. As solucdes foram preparadas em agua destilada estéril acrescentada
de 0,5% de Tween 20 e homogeneizadas por agitacao vigorosa em vortex por 2 minutos. Foram
utilizadas as seguintes concentragdes (%) (v/v): 0,078125; 0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,50;
5,00; e 10,00. Aliquotas de 200 pL das solugdes de oOleos essenciais foram adicionadas as
cavidades. Apos 24 horas de contato, as solugdes foram removidas e as cavidades lavadas trés
vezes com solucdo salina (0,85%). Em seguida, 200 uL de TSB foram adicionados as cavidades
e a microplaca incubada a 37 °C/24h. Entdo, foi realizado o plaqueamento de aliquotas das
culturas em TSA, incubadas a 37 °C/24h, e determinadas as concentragoes de 6leos essenciais
capazes de eliminar o biofilme, sendo essa considerada a Concentra¢cdo Minima Bactericida do
Biofilme (CMBB). O experimento foi realizado em triplicata e trés repeticdes. As analises
foram conduzidas no Laboratério de Microbiologias dos Alimentos da Universidade Federal de

Lavras (UFLA).

3.4 Producao dos filmes de alginato de s6dio incorporados com dleos essenciais e 6leo de

rosa mosqueta

Cinco filmes foram desenvolvidos, sendo um deles o controle, sem adi¢dao de 6lecos, e
os outros quatro contendo 6leo de rosa mosqueta € uma mistura dos Oleos essenciais de
Lavandula angustifolia, Cymbopogon martinii, Mentha piperita ¢ Cinnamomum cassia, em
diferentes concentracdes (Tabela 1).

Os filmes foram produzidos dissolvendo 2,5% de alginato de s6dio em dgua destilada
em banho maria a 50 °C/45min e em seguida submetidos a agitacdo magnética em vortex por
24h. Apos esse periodo, foram adicionadas as misturas dos 6leos essenciais nas concentragdes
descritas na Tabela 1, 0,5% do 6leo de rosa mosqueta e Tween 20 (1/3v dos 6leos), e mantidos
por mais 2h de agitacdo. Em seguida, as solu¢des foram homogeneizadas em Ultra Turrax por

10 min e 20 min pelo sonicador de ponteira ultrassonico (Eco-sonics). Na sequéncia, foram
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adicionados 2% de glicerina e homogeneizados por mais 10 min em Ultra Turrax. Ao final, as
formulagdes foram levadas ao banho de ultrassom por 16 minutos, vertidas em placas de Petri
e secas em estufa a 40 °C/48h. Apds o processo de secagem, os filmes foram armazenados em
placas de Petri colocadas dentro de sacos plasticos com fecho zip lock, a temperatura ambiente
e protegidos da luz, durante a realizagdo dos testes antimicrobianos e da caracterizacdo dos
materiais. As combinacdes de 6leos essenciais utilizadas foram definidas a partir de pré-testes.
A produgdo dos filmes foi realizada nos Laboratérios de Biomateriais e Fisico-quimica da

UFLA.

Tabela 1 - Concentragdo dos 6leos essenciais nos filmes de alginato de sodio (% v/v).

Oleos essenciais Filme 1 Filme 2 Filme 3 Filme 4
Lavanda 0,66 0,64 0,96 1,28
Palmarosa 0,66 1,25 1,88 2,50
Hortela 0,48 0,17 0,26 0,34
Canela 0,25 0,09 0,14 0,18

Total 2,05% 2,15% 3,24% 4,29%

Fonte: Da autora (2024).

3.5 Caracterizacao dos filmes

3.5.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas para o
polimero alginato de sodio, para o glicerol e para os cinco filmes produzidos. Para analise
utilizando pastilha de KBr (brometo de potassio), amostras foram pulverizadas em almofariz
de 4gata, junto com KBr, sendo a mistura s6lida prensada em pastilhador (SSP-10A, Shimadzu).
A pastilha obtida foi analisada em espectrometro de infravermelho Perkin Elmer, modelo
Spectrum 400, na regido de 4000 a 400 cm™!, com resolucio de 4 cm’!, realizando-se 16
varreduras. A analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Goias (UFQG).

3.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A analise da microestrutura de superficie e da seccdo transversal dos filmes produzidos
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foi avaliada utilizando-se microscopio eletronico Jeol JSM-IT3000, em alto vacuo, no modo de
detecgdo de elétrons secundarios com tensdo de aceleragdo de elétrons de 8 kV e ampliacao
variando de 300 a 5.000 vezes. Antes da realizagdo da microscopia, as amostras foram fixadas
com fita dupla face em suportes de aluminio e metalizadas com camada de ouro de 350 A de
espessura. A analise morfologica foi realizada no Laboratério Multiusuario de Microscopia de

Alta Resolugao (LabMic) da Universidade Federal de Goias (UFG).

3.5.3 Espessura

A espessura dos filmes produzidos foi estabelecida utilizando-se um micrémetro digital
(Mitutoyo Corp., Téquio, Japao) com precisdo de 0,001 mm. O material seco foi submetido a
10 medicdes em areas escolhidas aleatoriamente sob o corte transversal. Cinco amostras de
filmes foram utilizadas para a determina¢ao das medigdes. O volume e a densidade dos filmes
foram determinados de acordo com a metodologia de Gahruie ef al. (2020), em que o volume
foi calculado multiplicando-se a area das amostras de filme (mm?) por sua espessura média
(mm). A densidade (mg.mm?) foi calculada pela razdo entre a massa (mg) e o volume dos filmes

(mm?®). Os testes foram realizados com cinco repetigdes.

3.5.4 Propriedades mecanicas

As propriedades de resisténcia a ruptura, porcentagem de elongacdo e modulo Young
dos filmes produzidos foram determinadas de acordo com ASTM (2002). Antes da realizagdo
dos testes, foi determinada a média de espessura do material seco e, em seguida, as amostras
foram cortadas. As amostras com medidas de 5 x 1 cm foram estendidas a partir de uma
distancia de separacdo inicial de 1 cm a uma velocidade de 1 mm/min em texturometro Lloyd
TAT1 (Ametek, Largo, FL, USA), equipado com carga maxima de for¢a de SON. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.6 Propriedades opticas

3.6.1 Absorcao de UV

O comportamento optico dos filmes foi avaliado quanto a capacidade de absor¢do da

radiacao ultravioleta utilizando espectrofotometro UV-Vis. O espectro de absor¢ao da amostra
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do filme foi avaliado em uma faixa de comprimento de onda de 200-400 nm. As propriedades
de bloqueio UV foram avaliadas medindo a transmissao percentual. Amostras dos filmes com
espessura uniforme foram cortadas em tiras de 4,0 x 1,0 e inseridas no lado interno de uma
célula do espectrofotometro, perpendicularmente ao feixe de luz, e o espectro de absorbancia

foi registrado (Narasagoudr et al., 2020).

3.6.2 Opacidade

A determinagdo da opacidade dos filmes foi determinada de acordo com a ASTM
(2003), levando-se em consideracao a quantidade de luz que os filmes conseguiram absorver

no comprimento de onda de 560 nm.

3.7 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Rodrigues et al. (2020), com adapta¢des. Amostras de filme com 2 cm? foram pesadas e secas
a 105 °C por 24 horas. Os filmes secos foram colocados em 30 mL de 4gua destilada e deixados
sob agitacao continua por 24 horas, a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, o material foi
filtrado em papel de filtro qualitativo e o residuo foi seco a 105 °C até peso constante. A

solubilidade em agua foi expressa em porcentagem.

3.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes foi medida gravimetricamente pelo
método descrito por Ghasemlou et al. (2011), com adaptagdes. Foi utilizado frasco de vidro
com abertura aproximada de 32 mm, contendo 25 g de cloreto de célcio anidro seco. Os filmes
foram cortados em discos com 33 mm de diametro e tiveram sua espessura determinada com
auxilio de micrometro digital. Os discos de filmes foram fixados na abertura do frasco com
auxilio de parafilme para evitar possiveis pontos de vazamento no sistema. Apds a montagem
do sistema, os frascos foram pesados e colocados em dessecador a 25 °C com umidade relativa
de 75%, mantida constante com uso de solucao saturada de cloreto de sédio. Os frascos foram
pesados em intervalos regulares de tempo e a taxa de permeabilidade a vapor de agua (WVP)

foi determinada utilizando-se a seguinte equagao:
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WVPp = A_m . i
AAt Ap

Em que Am/At corresponde a inclinagdo da reta (slope) de ganho de peso ao longo de

tempo (g.h™!); X refere-se a espessura média do filme; A corresponde a 4rea superficial exposta

do filme e Ap corresponde a pressao parcial de vapor de agua (1753.55 Pa). Os testes foram

realizados em triplicata.
3.9 Atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana dos filmes produzidos sobre o biofilme de Staphylococcus
aureus foi avaliada em sete tempos (0, 15, 30, 60, 90, 180 e 270 dias) ao longo do periodo de
armazenamento dos filmes.

Para formacdo e adesdo do biofilme de Staphylococcus aureus, foi utilizada a técnica
de Millezi ef al. (2013), com modificagdes. Cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4 estéreis,
com dimensdes de 18 x 8 x | mm de espessura, foram utilizados como superficie de adesdo a
formagao do biofilme. Os cupons foram dispostos em placas de Petri, contendo 20 mL de caldo
triptona de soja (TSB) e 200 pL da cultura de S. aureus padronizada em 10® UFC/mL, e
incubados a 37 °C/48 h para a formacdo do biofilme. Apos esse periodo, os cupons foram
lavados com solucao salina (0,85%) para remog¢ao das células ndo aderidas. Em novas placas
de Petri contendo pequenos algoddes embebidos em agua destilada estéril, para promover um
ambiente imido, os cupons foram cobertos com os filmes e as placas incubadas a 37 °C/24 h.
Em seguida, os filmes foram retirados dos cupons e com o auxilio de swabs estéreis foi realizada
a técnica do esfregago em superficie. Os swabs foram colocados em tubos contendo agua
peptonada (0,1% p/v) e, apds homogeneizagao, aliquotas de 100 pL foram plaqueadas em agar
triptona de soja (TSA) e a contagem de colonias realizada apds incubagao a 37 °C/24 h. Os
controles foram realizados sem a aplicacdo de filme sobre os cupons. O experimento foi
conduzido em triplicata e trés repetigdes no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da

UFLA.
3.10 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média = desvio padrao (DP). Cada teste foi

realizado em pelo menos 3 repeticdes e os resultados foram submetidos a anélise de variancia

(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel de confianca de 95%



(p <0,05), utilizando o software SISVAR, versao 5.4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica dos o6leos essenciais de Lavandula angustifolia, Cymbopogon

martinii, Mentha piperita e Cinnamomum cassia

Os resultados da cromatografia dos 6leos essenciais de lavanda, palmarosa, horteld e
canela revelaram seus compostos majoritdrios, € suas respectivas concentragdes estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢ao quimica dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais de lavanda,
palmarosa, hortela e canela.

Espécie Principais Componentes Concentracéao (%)
Cinnamomum cassia Cinamaldeido 86,50
(Canela)
2-methoxy cinnamaldehyde 8,51
Acetato de cinamil 2,72
Lavandula angustifolia Acetato de linalila 43,08
(Lavanda)
Linalol 35,20
Terpinen-4-ol 4,99
Mentha piperita Mentol 39,23
(Horteld)
Mentona 26,38
Cineol 6,36
Cymbopogon martini Geraniol 81,67
(Palmarosa)
Acetato de geranila 11,97
Linalol 2,61

Fonte: Da autora (2024).

A analise de GC-MS revelou que o principal composto encontrado no 6leo essencial de
canela foi o cinamaldeido (86,5%), no de lavanda foi o acetato de linalila (43,08%), no de
hortela foi o mentol (39,23%) e no d6leo de palmarosa foi o geraniol (81,67%). Esses resultados
eram esperados e se assemelham aos ja relatados em outras literaturas (Dong et al., 2020;

Camele; Grul'ova; Elshafie, 2021; Marinkovi¢ et al., 2022; Nguyen et al., 2023). O teor dos
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compostos € a composi¢do podem apresentar diferencas dependendo da regido de plantio,

temperatura, pluviosidade e estidgio de desenvolvimento das plantas (Kakaraparthi et al., 2015).

4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A analise FTIR foi utilizada para caracterizar o alginato de sodio e a glicerina e avaliar
as interagdes quimicas € a compatibilidade entre eles e os 6leo nos filmes formulados.

Os espectros FTIR do alginato de sodio (Figura 1a) apresentaram uma grande banda de
absorcdo na faixa de 3600 — 3100 cm™ devido a banda de vibragio de estiramento do grupo
OH. Os picos em 1418 cm™ e 1607 cm™ sdo devidos a vibragdo de estiramento simétrico e
assimétrico do COO - (grupo carboxilico), respectivamente. Picos em 1323 ¢ 1017 cm™ podem
ser atribuidos a vibragdo de estiramento de grupos metil C-H e grupos C-O-C, respectivamente.
E pico em 1026 cm™ é o resultado do alongamento assimétrico C — O devido a sua estrutura

sacaridica (Tang et al., 2017; Zahid et al., 2021).
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Figura 1 - Espectros de FTIR de alginato, glicerina e filme controle (a) e dos filmes controle e
filmes 1, 2, 3 e 4 (b).
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Fonte: Da autora (2024).

A banda mais intensa em torno de 1740 cm™! presente nos quatros filmes ativos e ausente

no controle (Figura 1b) pode ser atribuida as vibracdes do estiramento da carbonila e estar

relacionada com a presenca do 6leo essencial de lavanda e seu principal composto, o acetato de

linalila (Valizadeh et al., 2024).

As modifica¢des quimicas nas estruturas dos materiais com a adi¢do dos 6leos foram
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evidenciadas na analise de FTIR pele presenca de quatro bandas nos filmes 1, 2, 3 ¢ 4
(retangulos cinzas na Figura 1b) e auséncia dessas no filme controle.

A manuten¢ao das bandas relacionadas ao polimero (alginato de s6dio) e ao plastificante
(glicerina) em todos os filmes demonstra a boa interagdao e compatibilidade entre componentes

dos filmes desenvolvidos (Figura 1b).

4.3 Microscopia eletronica de varredura

A analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada para avaliar a
morfologia superficial e transversal dos filmes de alginato desenvolvidos com adi¢ao dos 6leos

essenciais de lavanda, palmarosa, horteld e canela, em comparacao com o filme de controle

(Figuras 2 e 3).



36

Figura 2 - Micrografias eletronicas de varredura das superficies dos filmes de alginato de sddio
desenvolvidos com a adi¢ao de dleos essenciais ¢ do filme controle.

SEI 8kV 50pum
LabMic-UFG: C
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LabMic-UFG: T3 SEl  8kV

LabMic-UFG: T4

Legenda: Controle (a), filme 1 (b), filme 2 (c), filme 3 (d), filme 4 (e).
Fonte: Da autora (2024).

O filme controle (Figura 2a) apresentou uma superficie completamente lisa, homogénea,
com pequenos pontos que podem ser associados ao polimero (Igbal ef al., 2023). Por outro lado,
em relagdo aos filmes produzidos com os 6leos, embora homogéneos macroscopicamente, as
micrografias evidenciaram superficies com ondulagdes e algumas impressdes circulares
provavelmente formadas no momento da secagem do material; essas marcagdes ficaram
maiores ¢ mais evidentes nos filmes com as maiores concentragdoes de oleos essenciais 3 ¢ 4

(Figura 2de). Também ¢é possivel observar as goticulas de oleos essenciais encapsulados
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distribuidas pela superficie dos filmes.

Figura 3 - Micrografias eletronicas de varredura transversal dos filmes de alginato de sodio
desenvolvidos com a adi¢ao de 6leos essenciais ¢ do filme controle.

SEI  8kV x600 20pum
LabMic-UFG: C

SEl 8KV
LabMic-UFG: T1

J

SEI  8kV X300 S0Um  Se— kV x300 50pm
LabMic-UFG: T3 LabMic-UFG T4

Legenda: Controle (a), filme 1 (b), filme 2 (¢), filme 3 (d), filme 4 (e).
Fonte: Da autora (2024).

As micrografias do corte transversal evidenciam como a adi¢cao dos Oleos essenciais
alterou as caracteristicas estruturais dos filmes em comparagdo com o controle. Enquanto o
filme controle exibiu uma matriz compacta, uniforme e coesa, sem poros, os filmes com adi¢ao
de 6leos apresentaram uma estrutura porosa. Aumentando a concentragdo de d6leo essencial,
mais poros foram observados, resultando em uma malha mais homogénea e coesa, como
ilustrado nas imagens dos filmes 3 e 4. Quanto maior a concentracdo de 6leo essencial, mais

poros foram formados, resultando em uma malha mais homogénea e coesa, como pode ser
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observado nas imagens dos filmes 3 e 4 (Figura 3). Essa estrutura porosa permite que os 6leos
essenciais fiquem aprisionados nessa rede de alginato, reduzindo, assim, a volatilizacdo dos

compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas (Soliman et al., 2013; Cruz et al., 2019).

Figura 4 - Micrografia eletronica de varredura de superficie do filme 3.

SEI 8kV x2,000 10um
LabMic-UFG: T3

Legenda: As setas indicam as goticulas de 6leos essenciais encapsulados no filme 3.
Fonte: Da autora (2024).

Foi possivel observar na imagem de MEV da superficie do filme 3 sob maior ampliagao
(Figura 4) a formacdo de particulas de 6leo essencial de tamanho na escala micrométrica
(maiores que 100 nm). As particulas destacadas com setas azuis foram medidas com o auxilio

do programa ImageJ.

4.4 Propriedades opticas

Os filmes de alginato de sodio apresentaram aparéncia com caracteristicas translicidas,
lisas e homogéneas (Figura 5). De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, a
incorporagao dos 0leos essenciais € do 6leo de rosa mosqueta provocou alteracdes significativas
(p < 0,05) na aparéncia macroscopica dos filmes e interferiu nas propriedades Opticas dos
filmes, tornando-os menos transparentes. A opacidade dos filmes aumentou proporcionalmente

a concentracao dos 6leos essenciais nas formulagdes.
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Tabela 3 - Médias e desvio padrdo da anélise de opacidade dos filmes de alginato de sédio.

Filme Opacidade (A.cm™)
Controle 563+0,11°2
Filme 1 8,12+0,07"
Filme 2 18,43 +0,18 ¢
Filme 3 32,73+0,01¢
Filme 4 44,04 +0,11 ¢

Legenda: Médias + desvio padrao dos filmes. Letras mintusculas diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey 5% (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Figura 5 - Imagens dos filmes de alginato de sodio.
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Legenda: Controle (a), filme 1 (b), filme 2 (c), filme 3 (d), filme 4 (e).
Fonte: Da autora (2024).

Em relacdo a ac¢do bloqueadora da radiacdo ultravioleta (UV), os resultados mostram
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que o filme controle de alginato de sédio ndo apresentou absor¢ao na regido UVA e UVB,
apenas pouca absor¢ao na regido de UVC, porém os filmes incorporados com 6leos possuem
alta absorcao nas trés regides de raios UV (Figura 6). Em especial, os filmes 3 ¢ 4, com as
maiores concentragoes de 6leos essenciais, foram os filmes que mais absorveram os raios nas
regides UVA, UVB e UVC.

Esses resultados estdao diretamente correlacionados com os dados de opacidade: quanto
maior a concentracao de dleos essenciais, menor ¢ a transparéncia dos filmes, resultando em

uma maior capacidade de absorcao UV.

Figura 6 - Espectro de absorcdo ultravioleta dos filmes de alginato.
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Fonte: Da autora (2024).

Uma vez que a radiagdo UV ja ¢ bastante conhecida por causar danos a pele, danificar
o DNA, gerar inflamacdes e, por consequéncia, prejudicar a cicatrizagdo de feridas, ¢ essencial
proteger a lesdo dos raios ultravioleta durante o tratamento (Davidson; Brantley; Das, 1991). A
alta barreira a radiacdo UV apresentada pelos filmes os tornam um material promissor para
aplicacdo como curativo, pois além de atuarem como barreira fisica, também trazem mais essa

protecao ao tecido lesionado (Liu et al., 2015).

4.5 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes de alginato de sodio ¢ apresentada na Tabela 4. O
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filme controle j& apresenta alta solubilidade, mas a adi¢do dos 6leos, independentemente da
concentragdo, aumentou significativamente a solubilidade dos materiais. E provavel que os
oleos tenham ampliado o espagcamento entre as cadeias, promovendo maior acessibilidade a

agua e facilitando a solubilizagdo dos filmes.

Tabela 4 - Médias e desvio padrao da analise de solubilidade dos filmes de alginato de sodio.

Filmes Solubilidade (%)
Controle 91,83+1,092
Filme 1 98,48 +1,00°
Filme 2 98,31+ 0,79 °
Filme 3 98,01 +1,81°
Filme 4 98,86 + 0,73 °

Legenda: Médias + desvio padrdo dos filmes. Letras minusculas diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey 5% (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Os produtos geralmente utilizados em curativos sdo algodao, gaze e bandagens, que
apesar de absorver exsudatos, ressecam e se aderem as feridas dificultando a troca e limpeza da
regido (Deng et al., 2020). Em contrapartida os filmes de alginato fornecem um ambiente
umido, ideal para uma cicatrizagdo adequada (Bajpai; Bajpai; Gautam, 2014) e também sao
capazes de absorver até 200 a 300 vezes o seu peso de agua (Gardner, 2004). Visando a
aplicacdo como curativo, a alta solubilidade ¢ desejada, pois facilitaria a limpeza da ferida e a

remog¢ao do material sem traumatizar a pele que ja esta sensibilizada pele lesdo.

4.6 Permeabilidade ao vapor de agua

Observou-se um aumento significativo na permeabilidade ao vapor de dgua do filme 4
em comparacao com o controle (Tabela 5). Esse resultado pode estar associado ao aumento no
espacamento entre as cadeias de alginato, causado pela adi¢do dos dleos, levando ao surgimento
de poros na estrutura do filme, como observado nas imagens de MEV (Figura 3). No corte
transversal do filme controle (figura 3 a) a matriz filmogénica estd bem compactada e fechada,
enquanto no filme 4 (figura 3¢) observa-se a presenca de numerosos poros que facilitam a perda

de agua por evaporagao.
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Tabela 5 - Médias e desvio padrao da analise da permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes
de alginato de sodio.

Filmes WVP (g/m.h.Pa)
Controle 1,58 x 10°+ 1,49 x 107
Filme 1 1,90 x 10°+2,73 x 1072
Filme 2 2,42x10°+3,52x 107
Filme 3 2,51 x10°+3,56x 108
Filme 4 3,35x10°+7,72x 107°

Legenda: Médias = desvio padrdo dos filmes. Letras minusculas diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey 5% (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Para a aplicacdo como curativo esse resultado ¢ interessante, pois uma maior taxa de
permeabilidade ao vapor de agua corresponde a boa ventilagao e trocas gasosas com o ambiente,
indicando que o filme ndo abafaria a lesdo, o que poderia ser prejudicial para a cicatrizagdo

(Koehler; Brandl; Goepferich, 2018).

4.7 Espessura

Os resultados de espessuras (mm) dos filmes podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 - Médias e desvio padrao da anélise de espessura dos filmes de alginato de sodio.

Filmes Espessura (mm)
Controle 0,101 £0,0112
Filme 1 0,186 + 0,024 °
Filme 2 0,214 £ 0,028 °©
Filme 3 0,228 £0,013 ¢
Filme 4 0,237 +0,015°¢

Legenda: Médias + desvio padrdo dos filmes. Letras minusculas diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey 5% (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2024).

Como esperado, a adicdo dos Oleos aumentou a espessura dos filmes de forma

significativa quando comparados ao filme controle.
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4.8 Propriedades mecénicas

As propriedades mecanicas adequadas sdo essenciais no desenvolvimento de curativos,
pois os filmes precisam ter a capacidade de se ajustarem aos relevos, tamanhos e formas que as
feridas podem apresentar.

Como pode ser observado na Tabela 7, o acréscimo de 6leos nas formulagdes levou ao
aumento do numero de pontos de ligacdo intermoleculares e resultou na diminuigdo
significativa da capacidade de resisténcia a ruptura dos filmes, independentemente da
concentragdo de Oleos essenciais. A inser¢do dos Oleos essenciais gera uma certa
desorganizagdo das ligacdes entre o alginato e o glicerol, reduzindo a coesdo da matriz
filmogénica e, por consequéncia, diminuindo a for¢a de tracdo necessaria para causar a ruptura
do filme, o que pode ser observado nas micrografias transversais dos filmes (Figura 3).

No entanto, a adigdo dos Oleos aumentou a elongagdo dos filmes, parametro
correspondente a elasticidade do material, provavelmente por permitir maior movimentagao da
rede tridimensional do filme. A redu¢do na coesao quimica da matriz pela incorporagao dos

0leos possibilita o ganho em elasticidade entre os componentes do filme.

Tabela 7 - Médias e desvio padrao da analise das propriedades mecanicas dos filmes de alginato

de sodio.
Filmes Resistencia a Elongacao (%) Médulo Young
ruptura (N/mm?) (MPa)
Controle 14,23 £1,022 76,97 £4,12° 43,60 £2,06°
Filme 1 7,52 +0,98° 200,08 + 8,35° 5,60 +0,34°
Filme 2 6,79 + 0,53 ° 150,32 +4,43 ¢ 6,32+0,40°
Filme 3 7,86+ 0,57 ° 146,29 + 3,64 ¢ 7,14+ 0,04 "
Filme 4 7,68 +1,12° 126,14 £ 12,68 ¢ 7,45+0,02°

Legenda: Médias + desvio padrio dos filmes. Letras minusculas diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey 5% (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2024).

O parametro de rigidez ¢ dado pelo modulo Young (Tabela 7). Comparada ao controle,
a rigidez dos outros quatros filmes reduziu significativamente pela adi¢ao dos 6leos, o que
tornou os filmes muito mais maleédveis e flexiveis, independentemente da concentragdo de 6leos
essenciais.

Apesar da adi¢do dos O6leos diminuir resisténcia a ruptura dos filmes, muito

provavelmente em fun¢do do aumento no nimero de pontos de ligacdo entre os componentes
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do 6leo e os polimeros, mesmo nas formula¢des de maiores concentracdes de dleos essenciais,
os filmes ainda apresentam caracteristicas de maleabilidade melhoradas em relagdo ao filme
controle (Tabela 7).

Outros estudos também observaram mudangas nas propriedades mecanicas dos filmes
de alginato com a adicao de 6leos essenciais, resultando em materiais mais flexiveis e menos
rigidos (Benavides; Villalobos-Carvajal; Reyes, 2012; Liakos et al., 2014). Embora haja
tendéncia nos resultados, ¢ dificil relacionar apenas a concentragao de 6leo essencial, pois cada
estudo desenvolveu uma formulagdo especifica, utilizando diferentes combinacdes de

surfactantes e polimeros.

4.9 Concentracido minima bactericida do biofilme

O oleo essencial de canela foi o0 mais eficiente, eliminando o biofilme de Staphylococcus
aureus na concentragao de 0,3125%, seguido pelo 6leo de hortela, 0,625%. Os 6leos de lavanda
e palmarosa apresentaram a mesma concentragdo minima bactericida do biofilme, 2,5%.

A agdo bactericida pode ser desencadeada por numerosos mecanismos de agao, porque
os Oleos essenciais sdo capazes de atuar de diversas maneiras na célula bacteriana, visto que
sdo constituidos por uma combina¢do de 20 a 60 compostos (Hammer; Carson; Riley, 1999).
A caracteristica lipofilica dos 6leos essenciais permite a interagdo com os lipideos da membrana
celular do microrganismo, afetando sua permeabilidade e ocasionando alteracdes na estrutura
celular (Bakkali ef al., 2008).

Testes realizados por Huang et al. (2014), utilizando 6leo de C. cassia, com
concentracdo de 68,52% de cinamaldeido, em S. aureus, identificaram um aumento da
permeabilidade da membrana apds a exposicdo ao 6leo, resultando no extravasamento do
conteudo intracelular.

O geraniol, composto presente em maior concentragdao no 6leo essencial de palmarosa
(81,67%), ¢ amplamente utilizado na industria cosmética e de perfumaria e ainda possui
diversas atividades bioldgicas, acdo antioxidante, antiflingica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana contra diversos microrganismos (Lira et al., 2020; Maczka; Winska;
Grabarczyk, 2020). Esse composto também apresentou agao sinérgica com antibioticos padroes
(ampicilina, amoxicilina e claritromicina) contra S. aureus, E. coli e H. pylori (Bhattamisra et
al., 2018).

Os monoterpenos, como o acetato de linalila e o mentol, que sdo os compostos

predominantes nos 6leos essenciais de lavanda e hortela, respectivamente, t€ém sido associados
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a perturbacdes na fracao lipidica da membrana plasmatica. Isso pode levar a alteracdes em sua
permeabilidade, resultando no extravasamento de materiais intracelulares (Trombetta et al.,
2005b). Além disso, o d0leo essencial de lavanda demonstrou eficacia no tratamento de infec¢des

por MRSA (Tkachenko, 2022).

4.10 Atividade antimicrobiana dos filmes sobre o biofilme de Staphylococcus aureus

Os filmes de alginato acrescidos de dleos essenciais e 6leo de rosa mosqueta mostraram-
se estaveis e ativos durante todo o periodo do experimento. Com exce¢do do filme controle,
todos os outros filmes apresentaram atividade antimicrobiana sobre o biofilme de
Staphylococcus aureus em todos os tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90, 180 e 270 dias
armazenados). Além disso, ndo houve reducdo na eficicia antimicrobiana ao longo dos sete
tempos analisados, demonstrando toda a estabilidade e a eficiéncia dos produtos formulados.
Os ensaios com o filme controle e os cupons que nao receberam filme apresentaram em média
6,5 x 107 UFC/cm? nos cupons, demonstrando a boa aderéncia do biofilme a superficie utilizada.
No entanto, nos ensaios com os filmes contendo os 6leos essenciais, ndo houve crescimento de
colonias nas placas, confirmando a acdo bactericida dos filmes.

Esse resultado refor¢a o consideravel potencial dos filmes para serem empregados como
curativos, pois além das propriedades mecanicas e sensoriais compativeis para tal finalidade,
eles também apresentaram vida util longa, um atributo fundamental para a comercializagdo.
Isso provavelmente se deve a microencapsulagdo dos 6leos essenciais na matriz dos filmes, o
que impediu sua evaporagdo e manteve a atividade antimicrobiana ao longo de todo o periodo
de armazenamento.

Os Oleos essenciais podem ter sua agdo potencializada quando utilizados de forma
combinada, o chamado sinergismo (Williamson, 2001). Dessa maneira, ¢ possivel otimizar a
acdo antimicrobiana e ainda reduzir a concentragdo necessaria nas formulagdes. Os 6leos
essenciais utilizados neste estudo, bem como seus compostos majoritarios, ja foram destacados
pela acdo antimicrobiana, e a combinagdo deles se mostrou bastante eficiente. O filme 1, com
a menor porcentagem de 6leos na composicao, foi tao efetivo quanto o filme 4, formulado com
a maior concentracao de oleos.

Outra vantagem em associar mais de um o6leo essencial € a sua composi¢do complexa
de substancias, pois esses fitocomplexos tém a capacidade de atuar em multiplos sitios de acao
nas células microbianas, como alterar a permeabilidade da membrana, interferir na sintese

proteica, coagulacdo do citoplasma, entre outros, o que reduziria as chances de selecionar cepas
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resistentes e aumentaria o espectro de a¢do para multiplas espécies de microrganismos (Burt,
2004; Carson; Mee; Riley, 2002).

As feridas abertas proporcionam um ambiente ideal para o crescimento de
microrganismos € consequentemente para a formagdo de biofilmes bacterianos. Estudo
realizado com amostras clinicas revelou a presenca de biofilme em 60% das feridas cronicas
(James et al., 2008). O género Staphylococcus ¢ o mais encontrado nas amostras coletadas e
com predominancia das espécies S. aureus ¢ S. epidermidis (Wolcott et al., 2016; Kirker; James,
2017).

Combinag¢des de biopolimeros e 6leos essenciais com propriedades antimicrobianas tém
sido desenvolvidas (Hammoudi et al., 2020; Mostaghimi et al., 2023). No entanto, em grande
parte, a metodologia utilizada testou a atividade antimicrobiana do filme em células
planctonicas, ndo avaliando a acdo em biofilme, nem o periodo de vida 1til do produto, como
realizado neste estudo.

Diante dos estudos apresentados, evidencia-se a necessidade de novos tratamentos para
as feridas persistentes, cujo atraso na cicatrizagdo muitas vezes ¢ atribuido a colonizagdo
microbiana. Com a crescente prevaléncia de cepas bacterianas resistentes a antibidticos e a
limitada eficacia dos curativos convencionais, surge a importancia de explorar alternativas
terapéuticas inovadoras.

Os resultados deste trabalho demonstram que os filmes desenvolvidos oferecem um
excelente custo-beneficio ao reunirem em um uUnico produto diversas propriedades: agdo
bactericida contra o biofilme de Staphylococcus aureus, protecdo contra raios ultravioleta,
formagdo de barreira fisica e manuten¢do de um ambiente imido. Além disso, apresentam
propriedades mecénicas adequadas para essa finalidade, como elasticidade, maleabilidade e
permeabilidade ao vapor de 4gua. Sua solubilidade em agua facilitaria a troca do curativo sem
causar desconforto adicional a pele ja lesionada e sensibilizada do paciente.

Adicionalmente, os filmes demonstraram estabilidade de longa duracdo. Mesmo apds
nove meses de armazenamento, a atividade antimicrobiana permaneceu inalterada. Esse aspecto
¢ crucial na logistica de distribuicdo e comercializagdo do produto, garantindo sua eficécia a
longo prazo.

Considerando as demandas clinicas e a crescente busca por produtos naturais,
sustentaveis e de baixo impacto ambiental, produzindo menos residuos, os filmes de alginato
de so6dio combinados com 6leos de agdo antimicrobiana e regenerativa sdo promissores para

futuras aplicagdes como curativos bifuncionais para feridas cronicas.
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5 CONCLUSAO

Os filmes desenvolvidos com alginato de sodio incorporados com o6leos essenciais e
oleo de rosa mosqueta exibiram atividade bactericida para biofilme de Staphylococcus aureus
durante todo o periodo de anélise, 270 dias. Além disso, demonstraram propriedades mecanicas
adequadas para serem empregados como curativos, bem como apresentaram prote¢do contra
raios ultravioleta. Os resultados apontam que esses filmes apresentam potencial para serem

empregados como curativos funcionais eficazes, durdveis e biodegradaveis.
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