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RESUMO

As feridas cronicas sdo definidas como lesdes de dificil cicatrizacdo, a qual normalmente advém
da escolha de uma terapia medicamentosa ineficaz. Dessa forma, é fundamental a realizacéo de
uma avaliagdo no processo da inflamag&o com o intuito de promover segurancga e bem estar ao
paciente que sera tratado. Os curativos sao representados como um meio terapéutico, o qual
consiste na limpeza e cobertura medicamentosa ou ndo de uma ferida. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar um curativo para o tratamento de feridas crénicas exsudativas obtidos a partir
de esponjas (E) produzidas por polimeros superabsorventes (alginato e quitosana) e membranas
de gelatina (M) contendo o extrato de Abarema cochliacarpos (Ac). Para tanto, os curativos
foram preparados integrando E e/ou M incluindo extrato de Ac. M foi produzida a partir da
dispersdo aquosa de gelatina (1%, m/v) contendo Ac a 1% (m/m), sendo caracterizada por
analise macroscopica. M apresentou-se homogénea e de facil manuseio. As esponjas foram
produzidas a partir de dispersdes de alginato de sédio (A) e quitosana (Q) a 2% (m/v). A mistura
das dispersdes gerou um polieletrolito (PEC) de alginato com a quitosana (A+Q). A adicdo de
Ac na dispersdo de Q e posterior mistura com A gerou a amostra de PEC denominada (A+QAc).
Também foram obtidas esponjas utilizando apenas os polimeros de forma isolada contendo Ac
(AAc e QAc). Todas estas amostras foram produzidas pelo método de
congelamento/liofilizagdo. As esponjas foram caracterizadas por avaliagdo macroscopica e por
microscopia eletronica de varredura. A esponja A+QAc apresentou excelente resultado de
uniformidade, coloragdo, manuseabilidade e porosidade. A incorporacgdo do extrato ndo alterou
a morfologia microscopica do PEC A+Q, demonstrando que a incorporagdo de Ac na dispersao
de quitosana n&o interferiu na formagéo de PEC. Os curativos foram produzidos integrando M
e E, ou apenas E isoladamente foram caracterizados utilizando o ensaio de absorgao de fluidos
e analise da efetividade antimicrobiana. Foi observado que o curativo E(A+QAc) obteve o
maior indice de absorcdo de fluidos apds 4 h e 24 h de experimento. Os curativos contendo
membrana (M+E(A+QAc)) apresentaram menores indices de absorcdo de fluidos apds 4 h,
aumentando ap6s 24 h de experimento. Observou-se que a presenca da membrana no curativo
interferiu na absorcéo de fluidos, provocando uma barreira e reduzindo a quantidade do liquido
absorvido. Conclui-se que o curativo E(A+QAc) se apresenta como alternativa promissora para




o tratamento de feridas exsudativas. Nao foi possivel avaliar a atividade antimicrobiana nos
curativos, sendo necessario a utilizagéo de outro metodo microbioldgico.

Palavras- chave: Alginato; Quitosana; Liberacdo de Farmaco; Barbatimé&o.

ABSTRACT

Chronic wounds are defined as lesions that are difficult to heal, which usually comes from
choosing an ineffective drug therapy. Thus, it is essential to carry out an evaluation in the
inflammation process in order to promote safety and well-being to the patient who will be
treated. Dressings are represented as a therapeutic means, which consists of cleaning and
covering a wound with or without medication. The objective of this work was to characterize a
dressing for the treatment of exudative chronic wounds obtained from sponges (E) produced by
superabsorbent polymers (alginate and chitosan) and gelatin membranes (M) containing
Abarema cochliacarpos extract (Ac). For this purpose, the dressings were prepared integrating
E and/or M including Ac extract. M was produced from aqueous dispersion of gelatin (1%, m/v)
containing 1% Ac (m/m), being characterized by macroscopic analysis. M was homogeneous
and easy to handle. The sponges were produced from dispersions of sodium alginate (A) and
chitosan (Q) at 2% (w/v). Mixing the dispersions generated a polyelectrolyte (PEC) of alginate
with chitosan (A+Q). Addition of Ac to the Q dispersion and subsequent mixing with A
generated the PEC sample called (A+QAc). Sponges were also obtained using only the
polymers in isolation containing Ac (AAc and QAc). All these samples were produced by the
freezing/lyophilization method. The sponges were characterized by macroscopic evaluation and
scanning electron microscopy. The A+QAc sponge showed excellent results in terms of
uniformity, coloring, handling and porosity. The incorporation of the extract did not alter the
microscopic morphology of PEC A+Q, demonstrating that the incorporation of Ac in the
chitosan dispersion did not interfere with the formation of PEC. The dressings were produced
by integrating M and E, or just E alone were characterized using the fluid absorption test and
analysis of antimicrobial effectiveness. It was observed that the dressing E(A+QAc) had the
highest fluid absorption rate after 4 h and 24 h of the experiment. Dressings containing
membrane (M+E(A+QAc)) showed lower fluid absorption rates after 4 h, increasing after 24 h
of experiment. It was observed that the presence of the membrane in the dressing interfered
with the absorption of fluids, creating a barrier and reducing the amount of liquid absorbed. It
is concluded that the E(A+QAC) dressing is a promising alternative for the treatment of exuding
wounds. It was not possible to evaluate the antimicrobial activity in the dressings, requiring the
use of another microbiological method.

Keywords: Alginate; Chitosan; Drug delivery; Barbatiman.



1. INTRODUCAO

As feridas cronicas sdo caracterizadas como lesdes na pele com baixa ou nula tendéncia
de cicatrizacdo. No Brasil, exprimem um problema de salde publica, em virtude do aumento
do indice de pessoas com alteracdes na pele, os quais interferem na satde e qualidade de vida
da populacdo (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

No entanto, essa problematica no pais se torna cada vez mais complexa em razdo da
recorréncia de atendimentos gradualmente mais insuficientes e indteis, tais como a escolha
inadequada do curativo, a ma higeinizacdo da lesdo, como também o manuseio incorreto na
realizacdo do curativo. Isso ocorre porque os profissionais de saude utilizam tratamentos
delongados decorrentes da auséncia de padronizacao e integralidade no sistema Gnico de saude-
SUS, contribuindo, assim, com 0 aumento dos gastos publicos (BARROS et al., 2016).

O tratamento das feridas cronicas visa, primeiramente, eliminar ou minimizar a doenca
de base, além de ajustar os varios fatores que intervém negativamente na cicatrizacao correta.
A busca da melhoria dos hébitos de vida e o tratamento com a opgao do curativo ideal podem
oferecer condi¢es sinérgicas para a efetividade da cicatrizacdo. No caso de feridas cronicas, 0
tratamento localizado procura obter tecido viavel, com boa vascularizacdo e oxigenacao
(conhecido como tecido de granulacéo) e, ainda, sem sinais de infec¢édo, a fim de garantir uma
cicatrizacdo mais rapida (MENDES, 2020).

Além disso, a formacao de fluidos nas feridas é uma das complica¢fes mais frequentes,
provocadas pelo aumento de dificuldades para execucdo do tratamento adequado. O exsudato
desempenha fungdo importante no processo de cicatrizacdo das lesdes na pele, pois preserva o
local da ferida imido, possibilitando a migracéo celular e acelerando a cicatrizacdo. No entanto,
é necessario manusear a ferida prevenindo-a da ocorréncia de infeccdo e complicagdes causadas
pelo excesso de exsudato, uma vez que ndo controlado, “pode provocar a maceracgao das bordas
da lesdo, prolongando a cicatrizacao da ferida, contribuindo para o surgimento de infeccdes e
aumento no tamanho da leséo”. (BRITO et al., 2021). Deste modo, € imprescindivel a utilizacdo
de curativos que auxiliem e contribuam positivamente no processo cicatricial, afim de garantir
bons resultados.

Os curativos podem ser classificados em passivos ou ativos (possui em sua composicao,
substancia com atividade farmacoldgica). A utilizacdo de curativos passivos é descrita na
literatura médica desde 1962, em que foi observado que a reepitelizagdo ocorre mais
rapidamente em feridas ocluidas do que naquelas expostas ao ar. Ja os curativos com principios
ativos possuem acdo topica, auxiliando no processo de desbridamento e no controle da

populacédo bacteriana no leito de uma ferida.



Segundo, Smaniotto et al. (2010) Quando um curativo consegue alterar o microambiente
de um leito cronico, induzindo estimulos a sinalizadores enddgeno responsaveis por
orquestrar o reparo resolutivo de uma ferida, sdo denominados de curativos inteligentes.

De acordo com Franco et al. (2008) Os curativos sdao uma forma de tratamento das
feridas cutaneas e seu uso e selecdo depende de fatores intrinsecos e extrinsecos. Este
tratamento é dindmico e varia a cada momento em funcéo da evolugdo das fases de cicatrizacao
da lesdo. Fatores intrinsecos, como processo inflamatorio e infeccdo, baixa imunidade do
paciente, comorbidades como diabetes, geracdo de exsudato e/ou formacao de tecido inviavel,
podem atrasar o0 processo cicatricial. Fatores extrinsecos, como contaminacao pelo ambiente ou
traumas recorrentes também suscitam o uso de curativos. Tem-se observado 0s avangos na
compreensdo dos processos e fendmenos que envolvem as diversas fases da reparacdo do
tecido. Com isso, novas técnicas e produtos para a realizacdo de curativos e métodos
coadjuvantes no tratamento de feridas tém sido estabelecidos visando melhor efetividade e
menor custo. (FRANCO et al., 2008).

Atualmente, para a pratica clinica no tratamento de feridas cronicas e agudas sdo
descritas inimeras coberturas com diferentes formas e funcgoes.

Garcia et al. (2021) afirma que uma das principais coberturas utilizadas no tratamento
de feridas é o curativo contendo o polimero alginato. Este produto se apresenta como placas em
formatos planos ou em fitas, projetados conforme a cavidade das feridas. Sua base integra
alginato de célcio ou de sédio, polimeros estes derivados de algas marinhas marrons. O alginato
de sodio tem a capacidade de absorver o exsudato de feridas, mantendo o ambiente Umido e
possibilitando o desbridamento autolitico.

Outro polimero de destaque é um polissacarideo conhecido como quitosana. Esta
molécula é muito utilizada em arranjos poliméricos com o alginato. Para Chagas (2017) a
quitosana € um subproduto obtido de produtos de quitina, o qual é o segundo polimero natural
mais abundante encontrado na natureza. A quitina é encontrada em organizagdes moleculares
em animais como caranguejos, ostras e camardes na forma o e na forma - em lulas e lagostas.
Quimicamente ela é estruturada por unidades repetidas de N-acetilglicosamina que no
organismo possui acdo anti-inflamatéria.

A quitosana é produzida industrialmente pela desacetilacdo parcial da quitina
(SIVASANKARI; PRABHAKARAN, 2016). A quitosana contém atividade antimicrobiana,
aspecto que esta relacionado com a carga positiva dos grupos aminos livres, presente em sua
estrutura. Por meio de interacdo eletrostatica, esse polimero se relaciona com as membranas das
células microbianas carregadas negativamente, levando a liberacdo de componentes

intracelulares dos microrganismos e inibi¢do do crescimento (KIM et al., 2015).
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A unido destes dois polimeros contribui para a formacdo de complexos polieletrdlitos
(PEC), devido as suas cargas contrarias, resultando em um produto superabsorvente com a
capacidade de absorver uma grande quantidade de liquido, sem se dissolver, mantendo a ferida
com a hidratacdo apropriada, sem o desconforto do excesso de liquido produzido (COSTA,
2022). As estruturas quimicas do alginato e da quitosana bem como a formacéo dos PECS estao

apresentadas na figura 1.
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Figura 1: (A) estrutura da quitosana; (B) estrutura do alginato; (C) estrutura do complexo
polieletrolito. Fonte: Oliveira et al., 2017; Lawrie et al., 2007

A formacdao do PEC é atribuida pela forte interacdo eletrostatica, em que a neutralizagdo
de cargas ocorre por interacdes tipo pontes de hidrogénio, forcas de Coulomb e forcas de Van
der Waals (GUIRAU et al.,2017). O complexo formado pela quitosana e o alginato ¢ insolavel
em agua e considerado como o mais eficiente no controle para a liberacdo de materiais
incorporados por ele, em relacdo aos polimeros isolados. A associacdo desses compostos
proporciona a formacdo de um hidrogel, que ao ser comparado com os polimeros isolados,
apresentam melhorias na forca estrutural e estabilidade mecanica, além do uso favoravel na
engenharia tecidual como esponjas relacionados as células, liberacdo prolongada de farmacos
e fatores de crescimento (CAETANO, 2012).

Além das esponjas, alguns polimeros podem se apresentar na forma de membranas.
Diversas substancias ativas podem ser incorporadas nestas coberturas. Segundo Nascimento et
al. (2020), as membranas a base de gelatina sdo utilizadas extensivamente como curativos
carreadores de farmacos. Tais membranas sdo capazes de liberar o farmaco na ferida de modo
gradativo.

A gelatina dispde de propriedades filmogénicas favorecendo a obtengdo de membranas
continuas. E um polimero biodegradavel, caracteristica que facilita a eliminacao da cobertura,
sendo reabsorvida pelo organismo e evitando o trauma provocado pela retirada do curativo.
Membranas contendo moléculas bioativas, como antioxidantes e anti-inflamatérios, tem sido
utilizada com éxito na diminuicdo do tempo de cicatrizagdo de feridas. Nunes et al. (2016)
utilizaram membranas de gelatina contendo &cido Usnico, também para tratamento de

gueimaduras



Ja o extrato hidroalcodlico de propolis vermelha foi incorporado as membranas de
colageno, sendo utilizados para tratamento de feridas por segunda intencdo e em queimaduras
(SOUZA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2013). Todas as membranas citadas, tém sido
recomendadas por apresentarem resultados positivos no desenvolvimento cicatricial.

A insercdo de produtos naturais nestas membranas proporcionou excelente alternativa

tanto para reduzir a inflamacéo local quanto para facilitar a cicatrizagdo. Neste contexto, a
Abarema cochliacarpos, uma espécie nativa do Brasil, também apresentou resultados
promissores com caractesriscas de continuidade, homogeinidade, manuseabilidade e
flexibilidade excelentes (ALVES et al., 2022).

A Abarema cochliacarpos (Ac) pertence a familia Leguminosae - Mimosoideae, que
apresenta porte arboreo, atingindo cerca de 8 metros de altura. Advém principalmente no litoral
da Mata Atlantica, distribuida pelos Estados da Bahia, Espirito Santo e Paraiba podendo ser
encontrada na caatinga, no cerrado em campos rupestres, as vezes atingindo altitudes de até
1.100 metros. A espécie é popularmente conhecida como barbatiméo, babatenon, barba-de-
timdo, entre outras. Além de ser aproveitada na recuperacdo de &reas danificadas na pele e
infeccdes sendo utilizadas como cicatrizante. Possui principios ativos no caule apresentando no
seu perfil fitoquimico saponinas, catequinas, taninos, fendis e antraquinonas (LANDIM et al.,
2015).

A casca da Abarema cochliacarpos conhecida como barbatimao é a parte da planta mais
negociada por conter uma grande concentracao de substancia quimica do taninos (MEIRA etal.,
2013). Sua composic¢do quimica, contém catequinas (moléculas pertencentes ao grupo dos
polifendis) e saponinas (glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos), além de
antraquinonas (substancias fendlicas derivadas da dicetona do antraceno) (SILVA et al., 2010).
Segundo Farias et al. (2021) observaram a presenca de alcaldides, flavondides, saponinas,
terpenos, leucoantocianidinas e esterdides nos extratos obtidos com acetato de etila a partir de
folhas e caules da Abarema cochliacarpos, analisando o potencial antioxidante dos extratos
obtidos. A presenca de taninos condensados com catequinas como componentes majoritarios
dos extratos metandlicos da casca de Abarema cochliacarpos € recorrente. As propriedades
farmacoldgicas dessa planta ainda ndo foram extensamente investigadas e poucos estudos tém
sido relatados (TENORIO et al., 2016).

Desse modo, a elaboracdo de um curativo a base de esponjas poliméricas de alginato-
quitosana com a insercdo de produtos naturais (extrato de barbatimdo) com a finalidade de
absorver o exsudato presente em feridas e atuar como carreadores de farmacos anti-
inflamatdrios e antimicrobianos pode ser considerada uma estratégia interessante, contribuindo
positivamente para o processo cicatricial. Assim, este trabalho teve como objetivo a caracterizar

0s curativos obtidos com esponjas a base de polimeros superabsorventes (alginato e quitosana)



e membranas de gelatina contendo extrato aquoso de Abarema cochliacarpos para possivel
utilizacdo no tratamento de feridas exsudativas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1- OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato de Abarema cochliacarpos foi cedido pelo laboratorio de Biomateriais da
Universidade Tiradentes. O material botanico foi obtido a partir da colheita de cascas de
Abarema cochliacarpos retirados na Col6nia Tejupeba, no municipio de Itaporanga d'Ajuda—
Sergipe, Brasil. O material coletado foi identificado e depositado no Herbario da Universidade
Tiradentes sob o numero de registro HUT 815. O extrato foi previamente caracterizado
contendo como compostos majoritarios a catequina, dimeros de procianidinas, O-deoxihexose-
hexoside e epicatequina (ALVES et al., 2022).

2.2- OBTENCAO E AVALIACAO DA MEMBRANA

Foram pesados 10 g de gelatina e dissolvidos em 1L de agua destilada a 40°C. A mistura
permaneceu sob agitacdo no agitador magnético por 24 horas, obtendo total homogeneizacao.
Depois, foi pesado 0,1 g de extrato da Abarema cochliacarpos, diluido em 2 g de
propilenoglicol e adicionado na mistura sendo homogeneizado por mais 24 h. Em seguida, a
mistura (40 mL) foi colocada na placa de Petri, e levada para estufa a 60°C por 2 dias. Apds a
evaporacdo do solvente, as membranas foram retiradas dos moldes e armazenadas em
temperatura ambiente e umidade controlada (UR= 58%).

A avaliacdo macroscépica das membranas com o extrato de Abarema cochliacarpos foi
realizada pela observacdo das caracteristicas de continuidade, homogeneidade,
manuseabilidade e flexibilidade, conforme descrito no quadro 1, sendo cada parametro

classificado como deficiente (+), bom (+) ou excelente (++).



Quadro 1: Avaliagdo macroscopica das membranas

secagem

fraturas nas bordas

Caracteristicas (-) deficiente (+) boa (++) excelente
Continuidade Presenca de rupturas Auséncia de Auséncia de
e fraturas apos a rupturas, mas com rupturas e fraturas

apos a secagem

Homogeneidade Presenca de Diferenca de cor Auséncia de
particulas visiveisa | entre as diferentes | particulas visiveis a
olho nu e cor areas da membrana olho nu
heterogénea
Manuseabilidade Fragmentagdodo | Possibilidade de ser | Possibilidade de ser
material durante manuseado, porém manuseado sem
manuseio com riscos de riscos de ruptura
ruptura
Flexibilidade Quebradica Flexivel Altamente flexivel

2.3- OBTENCAO E AVALIACAO DAS ESPONJAS

2.3.1. OBTENCAO DAS ESPONJAS

Em um béquer, foi disperso o alginato sédio (2%, m/v) em agua destilada. Em outro
béquer, uma dispersdo da quitosana a 2% (m/v) foi preparada em solugdo aquosa de &cido
acético a 1%. Ambas as dispersGes permaneceram sob agitacdo por 24 horas até total
homogeneizacao.

Para a preparacdo das esponjas contendo o extrato, foi adicionado nas duas dispersoes,
0 extrato seco de Abarema cochliacarpos, obtendo a concentragéo de 0,006 g (1%) do extrato
em cada uma delas. Para obtencéo das esponjas, o volume das dispersdes descritas no quadro 2

foram transferidas para as placas de 24 poc¢os (pog¢os de 17 mm de didametro, 20 mm de altura).



Quadro 2: Formulagdes das esponjas para as producdes dos curativos

Formulacéo Quitosana 2% (mL) | Alginato de sodio 2% (mL)
AAc 0 3
QAC 3 0
A+Q 15 15
A+QAC 15 15

Legenda: (Q)- solucdo acida de quitosana a 2%; (A)- solucédo de alginato de sddio a 2%; (Ac)-
extrato de Abarema cochliacarpos; (AAc)- esponja de alginato de sodio a 2% contendo Ac;
(QAC)- esponja de quitosana a 2% contendo Ac; (A+Q) - esponja de alginato de sodio a 2%
com esponja de quitosana a 2%; (A+QAc)- esponja de alginato de sddio a 2% com esponja de
quitosana a 2% contendo Ac.

Em seguida, as placas foram colocadas no congelador por 3 dias e conduzidas para o
liofilizador, para eliminagdo do solvente, por 5 dias. Apos a liofilizacdo, as esponjas foram
retiradas da placa e confeccionadas para o desenvolvimento do curativo.

2.3.2. CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS
2.3.2.1. AVALIACAO MACROSCOPICA

Para a realizacdo da avaliacdo macroscOpica das esponjas, foram efetuadas andlises
macroscopicas com o intuito de avaliar termicamente a uniformidade, coloragéo,
manuseabilidade e permeabilidade de cada amostra. No quadro 3, as analises foram
caracterizadas para uma avaliagdo macroscopica, conferindo e visualizando os ajustes das

esponjas como deficiente (-), boa (+) e excelente (++).



Quadro 3: Avaliagdo macroscopica das esponjas

Caracteristicas (-) deficiente (+) boa (++) excelente
Uniformidade Separacdao visivel Interacao Total interagdo dos
dos polimeros intermediaria dos polimeros
polimeros

Coloracao

Néao uniforme

Parcialmente
uniforme

Completamente
uniforme

Manuseabilidade

Separacdo do
material enquanto o
manuseio, fragil

Probabilidade para
ser manuseado, mas
com riscos de
separagao

Probabilidade para
ser manuseado sem
riscos de separacao

Porosidade

Poroso, com poros
ndo uniformes

Poroso, com poros
bem determinados

Consistente, com
alta densidade

2.3.2.2. - AVALIACAO MICROSCOPICAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

As amostras das esponjas foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura
utilizando as imagens da superficie e das fraturas de cada formulagdo. Foi utilizado um
microscopio eletronico de varredura (Jeol JSM-6360-LV scanning electron microscope) com a
tensdo de 20 kV.

2.4. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO CURATIVO
2.4.1. OBTENCAO DO CURATIVO

O curativo foi preparado utilizando esponjas (E) com e sem o extrato de Abarema
cochliacarpos (Ac). Alem disso, também foi utilizada a membrana de gelatina (M) contendo
extrato de Abarema cochliacarpos. Para a montagem dos curativos, foram colocados E
juntamente com a M em uma base de filmes adesivos plasticos a base de polimero acrilico e
polietileno (figura 2A). Também foram produzidos curativos contendo somente a esponja
(figura 2B).



Figura 2: (A) Imagem ilustrativa do curativo contendo esponja (E) e membrana (M); (B)
Imagem ilustrativa do curativo contendo apenas esponja (E)
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Os diferentes curativos preparados estdo apresentados no quadro 4.

Quadro 4: Curativos para o tratamento de feridas exsudativas contendo polimeros
superabsorventes e membranas de gelatina com o extrato de Abarema cochliacarpos.

Curativo Membrana (M) Esponja (E)
M+E(AAC) M AAC
M+E(QAC) M QAC
M+E(A+Q) M A+Q

M+E(A+QAc) M A+QAC
E(A+QAC) - A+QAC

Legenda: (M)- membrana de gelatina com extrato de Abarema cochliacarpos; (E) -
esponja; (Ac)- extrato de Abarema cochliacarpos; (AAc)- esponja de alginato de sddio a 2%
contendo Ac; (QAc)- esponja de quitosana a 2% contendo Ac; (A+Q) - esponja de alginato de
sodio a 2% com esponja de quitosana a 2%; (A+QAC)- esponja de alginato de sodio a 2% com

esponja de quitosana a 2% contendo Ac.



2.4.2. CARACTERIZACAO DO CURATIVO
2.4.2.1. ENSAIO DE ABSORCAO DE FLUIDOS PELO CURATIVO

O curativo foi disposto no compartimento superior de uma célula de Franz, onde ficou
em contato com o liquido (2 mL de agua destilada a 37°C) presente no compartimento interior
da célula. Os curativos foram pesados antes do experimento e apds 4h e 24h do inicio do
experimento. Todos os testes foram realizados em triplicata. O percentual de absorcdo de

fluidos foi calculado pela equacéo 1.

% absorgdo = mf-mi/mi x 100 Eq 1.

Na qual:
% absorc¢édo = % de fluido absorvido no tempo estudado
mf = massa final
mi = massa inicial

2.4.2.2. ANALISE DA EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS CURATIVOS

A analise foi feita por meio do teste de disco-difusdo em agar. Inicialmente, as placas
foram preparadas com as condi¢fes necessarias para 0 crescimento dos microrganismos
utilizando como meio de cultura o agar Mueller Hinton. A solucéo salina contendo a bactéria
foi suspensa seguindo o padrao 0.5 MacFarland que corresponde a 1x10® UFC/mL de
Escherichia coli ou Staphylococcus aureus. Utilizando um swab embebido com a disperséo de
microrganismo, o material foi espalhado uniformemente pela placa de Petri. Ap6s o
plaqueamento, foram distribuidas sobre a placa unidades de amostras dos curativos na
realizacdo em triplicata. Apos a incubacdo de 24h na temperatura de 35°C, o crescimento
bacteriano em volta de cada amostra foi observado. A area clara em volta ao halo revela o local

na qual as bactérias ndo se desenvolveram.



3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1- AVALIACAO MACROSCOPICA DA MEMBRANA E DAS ESPONJAS
3.1.1- AVALIACAO MACROSCOPICA DA MEMBRANA

A imagem da membrana de gelatina contendo o extrato de Abarema cochliacarpos pode
ser observada na figura 3. A membrana pode ser classificada como apresentando excelente
continuidade, homogeneidade, manuseabilidade e flexibilidade com escore (++). A membrana
ndo apresentou nenhuma ruptura, porem foram observados campos com uma coloragdo distinta

indicando certa heterogeneidade na distribuicdo do extrato na membrana.

Membrana Gel Ac

Figura 3: Imagem da membrana gelatinosa contendo extrato de Abarema cochliacarpos

As principais caracteristicas macroscopicas observadas na membrana estéo
apresentadas no quadro 5.

Quadro 5: Caracteristicas macroscopicas observadas na membrana de gelatina contendo o
extrato de Abarema cochliacarpos.

Membrana (M) Continuidade | Homogeneidade | Manuseabilidade | Flexibilidade

GEL Ac ++ ++ ++ ++

Legenda: (-) deficiente; (+) boa; (++) excelente. (M)- membrana de gelatina contendo extrato
de Abarema cochliacarpos.

Essas caracteristicas, de acordo com a classificacdo de Monterrey-Quintero e Sobral
(2000) estabelecem escores qualitativos, os quais classificam as membranas como excelentes.
Na avaliacdo da flexibilidade e manuseabilidade, a membrana (M) apresentou 6timas
caracteristicas, atentando-se principalmente no quesito de maleabilidade pois foi se observado
que se aplicado nas articulagdes sua efetividade ndo é impedida, 0 que se entende em uma
adaptacao do produto no uso cotidiano. De acordo com Montoya et al. (2010), é fundamental
ter equilibrio entre as caracteristicas das matrizes poliméricas, visto que € considerado relevante
para o transporte, armazenamento e manuseio para a coberturas de feridas, sem que ocorra

deformacéo ou ruptura. Em relagéo aos parametros



de continuidade e homogeneidade, as membranas se mostraram excelentes de acordo com o

escore utilizado.

3.1.2- AVALIACAO MACROSCOPICA DAS ESPONJAS

As esponjas também foram submetidas a avaliagdo macroscopica e as caracteristicas
analisadas estdo descritas no quadro 6. Foi possivel observar que a esponja A+Q(Ac)
apresentou escore ++ (excelente) para os parametros de uniformidade, coloracéo,
manuseabilidade e permeabilidade dentre as outras esponjas apresentadas. As demais

formulacdes apresentaram algumas variages criticas, sendo assim descartadas.

Quadro 6: Avaliacdo macroscopica das esponjas

FormulacGes | Uniformidade | Coloracdo | Manuseabilidade | Porosidade
A+Q ++ ++ + +
AAC + + + +
QAC - - - -

A+QAcC ++ ++ ++ ++

(-) deficiente, (+) boa, (++) excelente.

Os aspectos macroscopicos observados em algumas esponjas como uniformidade,
manuseabilidade e porosidade podem estar relacionados a auséncia da formacdo do
polieletrdlito, o qual impossibilita a interacdo eletrostatica entre os polimeros (alginato e
quitosana). Para que o PEC seja formado é necessario que os polimeros estejam ionizados,
apresentando cargas opostas (NETO et al., 2016). Sendo assim, a formulacdo A+Q apresentou
excelente uniformidade e coloragéo e boa manuseabilidade e porosidade. A formulacdo AAc
apresentou boa uniformidade, colora¢do, manuseabilidade e porosidade. Ja a formulacdo QAc
demonstrou deficiéncia nos parametros de uniformidade, coloracdo, manuseabilidade e
porosidade. De acordo com LIU et al. (2015), a adicdo de elementos &cidos na dispersdo de
quitosana, gera a formacg&o de NHzs", possibilitando a interacdo do polimero com a molécula de

alginato que em agua possui carga negativa (COO’). Com isso, ocorre a formacdo do



polieletrdlito (A+Q). Quando se adiciona as moleculas do extrato de barbatimdo (acidos
fendlicos), a amostra apresenta-se com uma coloracdo de marom claro e marom escuro. Isto
ocorre devido a presenca destes compostos, 0s quais sao responsaveis pela atribui¢do de cor ao
sistema, proporcionando uma analise macroscopica de sua organizacdo na esponja. Em relacédo
as formulagdes elaboradas, a formulacdo A+QAc foi a que apresentou melhor uniformidade,
coloracdo, manuseabilidade e porosidade. A amostra QAc apresentou pontos coloridos,
indicando uma baixa solubilidade do extrato neste sistema, sugerindo também a ndo interacéo

do polimero com as moléculas do extrato.

Na figura 3 estdo apresentados os registros fotograficos das esponjas com as suas
respectivas formulagdes.

sy
Y-"' . }’

Figura 4: Imagens das Esponjas AAc, QAc, A+Q, A+QAc. Legenda: Ac: extrato de Abarema
cochliacarpos; AAc- esponja de alginato de sédio a 2% contendo Ac; QAc- esponja de
quitosana a 2% contendo Ac; A+Q- esponja de alginato de sddio a 2% com esponja de quitosana
a 2%; A+QAc- esponja de alginato de sddio a 2% com esponja de quitosana a 2% contendo
Ac.

De acordo com a figura 3, as esponjas AAc, A+Q e A+QAc apresentaram coloracédo
marrom claro, com poros de tamanho similar. J& a esponja QAc apresentou coloragdo marrom
escuro, com mais poros, porém menores. Foi observado que a intensidade da coloracdo das

esponjas aumenta gradativamente para as amostras AAc, A+Q, A+QAc e QAc, nesta ordem.



32- AVALIACAO MICROSCOPICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) proporciona a avaliacdo por meio de
imagens microscopicas, a visualizacdo de microestruturas, diferenciacdo morfoldgica das
superficies da esponja, como também da apresentacdo do mecanismo de fratura e o efeito do
extrato. Dessa forma, possibilita a percepg¢ao da porosidade superficial em funcdo da divisao
entre os poros da superficie e dos diametros (DEDAVID, et al., 2007). A distribuicdo e tamanho
dos poros das esponjas séo considerados fatores que influenciam na cicatrizacdo das feridas,
visto que podem absorver o exsudato e se dissolverem, tornando o curativo inviavel (HAO et
al., 2020). A formacdo do PEC é imprescindivel para a manutencdo da estrutura tridimensional
do curativo, uma vez que a interagdo eletrostatica inibe a interacdo da 4gua para a solubilizacéo
do polimero. De modo inverso, a formacédo de PEC alginato-quitosana permite a producéo de
estrutura hidrofilica capaz de absorver agua, porém sem se dissolver.

Observando as imagens das fotomicrografias, foi possivel analisar que a formulacdo
contendo alginato com o extrato de Abarema cochliacarpos (AAc) apresentou maior
estruturacdo de poros, similares as observadas nas amostras A+Q e A+QAc, porém com menor
distribuicdo de poros. J& a amostra QAc apresentou poros bem menores, 0 que deve ter
contribuido para menor estruturacdo da esponja, dificultando a manuseabilidade. Este resultado
corrobora ao encontrado na analise macroscopica, onde a amostra AAc apresenta melhor
manuseabilidade que a esponja QAc.

Os poros sao definidos pelas dimensdes e classes de moléculas ou bioativos dentro da
matriz polimérica. Com isso, conseguem estimular alteragcbes na estrutura resultando em
modifica¢Bes na porosidade transformando a composi¢éo dos proprios (ALVES et al., 2018).
Na figura 4, podem ser observadas as fotomicrografias das fraturas e superficies das esponjas
com e sem adicdo do extrato de Abarema cochliacarpos. A similaridade morfoldgica, observada
nas imagens de microscopia, das amostras A+Q e A+QAc sugere que a formacéo do PEC foi
favorecida mesmo na presenga das moléculas do extrato Ac. Isso confirma que ndo existe
interacdo entre as moléculas do extrato e a quitosana no sitio NHs*, deixando-o livre para

interagir com o alginato.



FRATURA SUPERFICIE

Figura 5: Avaliacdo microscopica por microscopia eletrénica de varredura. Legenda: AAc-
alginato com acréscimo do extrato de Abarema cochliacarpos; QAc- quitosana com acréscimo
do extrato de Abarema cochliacarpos; A+Q- alginato com acréscimo da quitosana; A+QAc-
alginato com acréscimo da quitosana com o extrato de Abarema cochliacarpos

3.3- ENSAIO DE ABSORCAO POR FLUIDOS DO CURATIVO

Os curativos foram submetidos ao ensaio de absorcdo de fluidos. A analise da
capacidade de absor¢do de fluidos € importante, pois essa caracteristica é fundamental para a
expansdo da matriz polimérica, possibilitando a alteracdo do tamanho dos poros e assim
desenvolvendo uma variedade de estruturas tridimensionais do produto (FURUY A, 2015).

De acordo com os testes realizados, foi considerado que os curativos EA+QAC (sem a
membrana) testados nos tempos de 4 e 24 h apresentaram indice de absor¢do de fluidos de
335,0% e 315,2% respectivamente, valores estatisticamente semelhantes (p>0,05). Este
resultado demonstra que este curativo absorve sua capacidade maxima de fluidos em 4h. O
mesmo comportamento foi observado nos curativos com membrana+esponja (M+E(A+QAC)).
Em 4h e 24h de experimento, este curativo absorveu 232% e 287% respectivamente, valores
estes estatisticamente semelhantes (p>0,05).



Observou-se que o0s curativos sem a membrana (A+ QAc) de 4h e 24h séo
estatisticamente iguais ao curativo que é constituido com a membrana (M+A+QAc) de 24h.

No entanto, os curativos sem a membrana (A+QAc) nos tempos 4h e 24h néo
apresentaram diferenca significativa para absorcdo de fluidos. O curativo com a presenca da
membrana (M+A+QAc) nos experimentos realizados em 4 h, interferiu na absorcédo de fluidos
quando comparado com 0s curativos sem a presenga da membrana. A membrana de gelatina
contendo Ac provocou a reducdo na absorcdo de fluido, agindo como a principal fonte
polimérica para a retencdo de 4gua. A membrana de gelatina contendo Ac ja foi caracterizada
quanto ao seu potencial absorvedor de fluidos por Alves et al, (2022), demonstrando capacidade
de intumescimento maior que 400%. Dessa forma, é possivel compreender que o fluido entra
primeiramente em contato com a membrana e posteriormente com a esponja. Este curativo
(M+A+QAc), quando avaliado apos 24 h, apresenta absor¢do de dgua similar aos curativos sem
membrana (p>0,05), pois a alta absorcédo de fluido promove a dissolucdo da membrana.

A capacidade de intumescimento € uma caracteristica importante para os materiais que

séo utilizados para a reestruturacao tecidual em razéo da capacidade de absorver o exsudato
formado pela lesdo mantendo o local umido (ALAN et al.,2016 ).
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Figura 6: Indice do intumescimento do curativo. Legenda: (M)- membrana de gelatina com
extrato de Abarema cochliacarpos; (Ac)- extrato de Abarema cochliacarpos; (A+QAc)-

esponja de alginato de sodio a 2% com esponja de quitosana a 2% contendo Ac;



(M+E(A+QAC))- esponja de alginato de sddio a 2% com esponja de quitosana a 2% contendo
Ac com membrana gelatinosa com o extrato de Abarema cochliacarpos; 4h e 24h- periodo que

foi analisado.

3.4- AVALIACAO DA ANALISE DE EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
CURATIVOS

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que todas as amostras
apresentaram um pequeno halo de inibicdo medindo aproximadamente 1,3 mm para a bactéria
Staphylococcus aureus. Nas placas utilizando Escherichia coli, ndo houve desenvolvimento de
halo de inibi¢do. Este resultado pode indicar a baixa atividade antimicrobiana dos curativos
utilizados, na dose testada, contra estes microrganismos. Outra hipdtese é que o método de
difusdo em 4&gar para amostras superabsorventes, como é o caso dos referidos curativos,
dificultam a difusdo das moléculas do extrato para a superficie da placa, tornando o método
limitado para a verificacdo da atividade antimicrobiana deste tipo de produto. A auséncia de
um halo de inibicdo pode néo significar que o material testado seja inativo frente ao micro-
organismo teste. A dificuldade de difusdo ou a incompleta difusdo dos constituintes ativos no
agar pode mascarar o possivel resultado positivo. Este comportamento € comum para
compostos menos polares que se difundem lentamente no meio de cultura (BONA et al., 2014).
Este mesmo raciocinio pode ser considerado quando a amostra tem capacidade de absor¢éo e

retencéo de fluidos.

Staphylococcus aureus

1- M(A+QAc) 2-A+QAc
4-A+Q
3-M(A+Q)
1- M(A+QAc) 2-A+QAc
3-M(A+Q) 4-A+Q




Figura 7: Foto de halo de inibigéo de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Legenda: (M)-
membrana de gelatina com extrato de Abarema cochliacarpos; (Ac)- extrato de Abarema
cochliacarpos; (M(A+QAc))- esponja de alginato de sédio a 2% com esponja de quitosana
com com extrato de Abarema cochliacarpos a 2% contendo membrana de gelatina com extrato
de Abarema cochliacarpos; (A+QAc)- esponja de alginato de sodio a 2% com esponja de
quitosana a 2% contendo Ac; (M(A+Q))- esponja de alginato de sodio a 2% com esponja de
quitosana a 2% contendo membrana de gelatina com extrato de Abarema cochliacarpos;

(A+Q)- esponja de alginato de sodio a 2% com esponja de quitosana.

4- CONCLUSAO

Conclui-se que os resultados obtidos na incorporagédo do extrato de Ac na dispersdo de
quitosana ndo interferiram na formacédo do PEC, obtendo-se esponjas semelhantes aquelas sem
extrato. O curativo com melhor performance para absorver fluidos foi o que ndo continha
membrana de gelatina. Nao foi possivel evidenciar a atividade antimicrobiana dos curativos

pela metodologia testada neste trabalho.
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