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RESUMO

A pele tem como funcdo primordial proteger o organismo, quando ocorre a perda da sua
integridade, o processo cicatricial controlado é imperativo. Os curativos protegem a ferida e
auxiliam na cicatrizacao através da protecdo mecanica, estimulo a proliferacao celular, absorcao
de exsudatos e efeito antimicrobiano associado. Biopolimeros sdo utilizados na composicéo de
plataformas para curativos por prover um microambiente adequado, favorecendo a re-
epitelizacdo. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver esponjas a partir de
blendas de gelatina (GEL)—poli(metil vinil-éter co-anidrido maléico)(GAN), carregadas com
acido elagico para o manejo de feridas. Inicialmente foi realizada a etapa de pre-formulacéo a
fim de selecionar as melhores blendas para a incorporacgéo do principio ativo. Trés composicdes
foram selecionadas: FasGEL54sGAN, FsossGEL50%GAN € Fs3%.GEL47%GAN, sendo avaliadas
quanto a existéncia de ligagdes quimicas. As esponjas foram obtidas através da mistura,
homogeneizacao e liofilizacdo de dispersdes aquosas de GEL-GAN, seguida da incorporacao
do &cido elagico e avaliadas quanto & uniformidade, desintegracéo, bioadesividade, sorcéo e
solubilidade, permeacdo ao vapor de &gua, liberacdo do ativo e atividade antimicrobiana.
Através do espectro de FTIR, pode-se perceber a formagdo de um grupamento éster a 1740
cm!, formado a partir dos grupamentos -OH da gelatina e 4cido carboxilico do Gantrez®. As
esponjas apresentaram espessura média entre 2,4-2,7 mm (brancas) e 1,7-2,0 mm (carregadas),
aspecto homogéneo, resisténcia adequada e superficie hidrofilica, com angulo de contato entre
53-63° (brancas) e 43-54° (carregadas). Ao serem umedecidas a 25°C adquiriram propriedades
bioadesivas e tornaram-se maleaveis. As esponjas carregadas apresentaram sorcao de agua entre
300 a 500%, um aumento substancial na capacidade de intumescimento apds incorporagdo do
ativo, uma vez que as esponjas brancas apresentaram valores entre 100 e 200%. Além disso, a
solubilidade em meio aquoso foi limitada a 20 a 40%. As imagens de microscopia eletronica de
varredura revelaram estruturas microporosas nas esponjas brancas e mais densas e uniformes
nas carregadas, o que poderia explicar a maior permeabilidade ao vapor de agua das primeiras.
Além disso, as formulagdes carregadas demonstraram uma liberacdo de acido elagico entre
30,31 e 42,71%, assim como uma atividade antimicrobiana satisfatoria. Deste modo, as
esponjas apresentaram caracteristicas funcionais favoraveis para o seu uso como plataforma

para curativos, podendo oferecer uma nova estratégia para o tratamento de feridas.

Palavras-chave: Acido elagico. Curativo. Esponja. Feridas. Gelatina. Poli (metil vinil-éter co-

anidrido maléico).



ABSTRACT

The function of the skin is to protect the body, when its integrity is lost, the controlled healing
process is imperative. The wound dressings protect the wound and aid healing through
mechanical protection, stimulation of external cells, absorption of exudates, and associated
antimicrobial effects. Biopolymers are used in the composition of platforms for wound
dressings to provide an adequate microenvironment, favoring re-epithelialization. Therefore,
the objective of this work was to develop sponges from blends of gelatin (GEL) — poly (methyl
vinyl ether co-maleic anhydride) (GAN), loaded with ellagic acid for wound management.
Initially, pre-formulation was carried out to obtain the best blends for the incorporation of the
active ingredient. Three compositions were selected: FasGEL54%sGAN, FsossGELs0%sGAN and
Fs36GEL47%GAN, being evaluated for the existence of chemical bonds. The sponges were
obtained by mixing, homogenizing and lyophilizing aqueous dispersions of GEL-GAN,
followed by the incorporation of ellagic acid and evaluated for uniformity, disintegration,
bioadhesion, sorption and solubility, permeation to water vapor, active release and activity.
antimicrobial. Through the FTIR spectrum, one can see the formation of an ester group at 1740
cm™!, formed from the -OH groups of gelatin and the carboxylic acid of Gantrez®. The sponges
had an average thickness between 2.4-2.7 mm (blanks) and 1.7-2.0 mm (loaded), homogeneous
appearance, adequate resistance, and hydrophilic surface, with a contact angle between 53-63°
(blanks). and 43-54° (loaded). When moistened at 25°C, they acquired bioadhesive properties
and became malleable. The loaded sponges showed water sorption between 300 and 500%, a
substantial increase in swelling capacity after incorporation of the active since the blanks
sponges showed values between 100 and 200%. Furthermore, solubility in aqueous media was
limited to 20 to 40%. Scanning electron microscopy images revealed microporous structures in
the blank sponges and denser and more uniform in the loaded ones, which could explain the
greater permeability to water vapor of the former. Furthermore, the loaded formulations
demonstrated a release of ellagic acid between 30.31 and 42.71%, as well as satisfactory
antimicrobial activity. Thus, the sponges presented favorable functional characteristics for their

use as a platform for dressings, and may offer a new strategy for the treatment of wounds.

Keys words: Ellagic acid. Wound dressing. Sponge. Wounds. Gelatin. Poly (methyl vinyl ether
co-maleic anhydride).
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1 INTRODUCAO

As feridas representam a perda de integridade da pele, seja por causas externas ou
internas. Quando ndo tratadas adequadamente, representam uma porta de entrada para
microrganismos, podendo levar a quadros infecciosos mais graves, colocando inclusive em
risco a vida do paciente.

Os curativos possuem como fungédo primordial formar uma barreira de protecdo contra
a contaminagdo microbiana e promover a absorcdo de exsudatos (VOWDEN; VOWDEN,
2017). Novas plataformas tém sido estudadas sob formas inovadoras, tais como hidrogéis e
esponjas. Sobretudo, tem se focado no desenvolvimento de curativos biocompativeis, que
auxiliam na recuperacdo rapida da area lesada, associados ainda a uma agdo antimicrobiana
(NDLOWVU et al., 2021). Atualmente hd um grande interesse no uso de biopolimeros pela
industria farmacéutica, devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade superior desses
materiais. Polimeros como a gelatina e o poli (metil vinil-éter co-anidrido maléico),
comercialmente conhecido como Gantrez®, materiais solUveis em agua e atoxicos, sdo
empregados nas formulacBes de géis, microparticulas, nanoparticulas, filmes e esponjas (DE
FARIAS, 2016), alguns dos quais para uso como curativos.

O acido elagico, polifenol encontrado em frutos de diferentes espécies, como 0 morango
e aroma, tem despertado grande interesse por conta das diversas atividades bioldgicas que lhe
tem sido atribuida, dentre as quais: antimicrobiana e antioxidante (NAYEEM; KARVEKAR,
2011; TAVARES et al., 2020), antienzimatica (TAVARES et al., 2020), cicatrizante (AL-
OBAIDI et al., 2014) e anti-hemorragica (GOPALAKRISHNAN et al., 2014). Diante dessas
propriedades, torna-se um bioativo promissor para o desenvolvimento de curativos.

Apesar de haver disponiveis no mercado diversas op¢des, o desenvolvimento de novos
curativos é de grande relevancia, pois poderiam ser disponibilizadas op¢fes mais acessiveis,
custo-efetivas, funcionais e biocompativeis. Neste sentido, o desenvolvimento de esponjas
associando a blenda gelatina-Gantrez® com o &cido elagico é, portanto, uma estratégia
vanguardista, permitindo a obtengéo de curativos inteligentes capazes de absorver o exsudato,
promover um ambiente Umido que favoreca a regeneracdo da pele, atrelados ainda a uma acao

antibacteriana e regenerativa promovida por este ativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar esponjas a base de gelatina e poli (metil vinil-éter co-

anidrido maléico (gantrez®) contendo acido elagico para 0 manejo de feridas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e caracterizar esponjas a base de gelatina e poli (metil vinil-éter co-
anidrido maléico);

b) Avaliar a incorporacdo do &cido elagico em formulagdes selecionadas;

c) Realizar a caracterizagdo quimica, fisico-quimica e funcional das esponjas

desenvolvidas;

d) Avaliar a atividade antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PELE

A pele é 0 maior 6rgéo do corpo humano e possui como fungdo primordial formar uma
barreira protetora ante 0 meio externo. Esta barreira pode ser fisica, como o estrato corneo, ou
ainda, quimicas / bioquimica através dos lipidios, acidos, enzimas hidroliticas, peptideos
antimicrobianos e macrofagos, encontrados nas diferentes camadas (PROKSCH;
BRANDNER; JENSEN, 2008).

Anatomicamente, a pele esta dividida em trés camadas distintas (Figura 1),
funcionalmente estdo interligadas: epiderme, derme e hipoderme. A epiderme é a camada mais
superficial da pele, avascular e possui epitélio estratificado, pavimentoso e queratinizado
(TORTORA, 2016). A derme encontra-se diretamente abaixo da epiderme, possuindo fungdes
de suporte estrutural e funcional da pele, sendo constituida de um tecido conjuntivo resistente,
contendo fibras elasticas e colagenas, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e suas terminacdes,
glandulas sebaceas e sudoriparas, e elementos celulares, como fibroblastos, histiécitos e
mastdcitos (CORREA, 2012). Por fim, a camada mais profunda da pele é a hipoderme, formada
por tecido adiposo. Possui como fungdo a protecdo contra choques mecanicos, isolamento
térmico, atuando ainda como reserva energética (TORTORA, 2016; DE ARAUJO, 2018).

Figura 1 — Subdiviséo da pele.

EPIDERME |:

} DERME
HIPODERME [

GORDURA
SUBCUTANEA

Fonte: Manual de padronizacéo de curativos (2021).

MUscuLo

Diante de sua complexa estrutura, a pele desempenha multiplas funcdes, como a de
proteger o organismo contra desidratacdo e atrito. Por meio dos vasos sanguineos, glandulas e
tecido adiposo, colabora com a termorregulacéo e excrecao de varias substancias do organismo.
Além disso, através de suas terminacfes nervosas sensoriais, recebe constantemente

informacdes sobre 0 ambiente e as envia para o sistema nervoso central (JUNQUEIRA 2013).
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Sendo assim, é de extrema importancia manter a integridade desse 6rgédo a fim de evitar a perda
de alguma dessas funcbes e possiveis danos ao organismo, que podem surgir a partir da

formacéo de feridas.

3.2 MANEJO DE FERIDAS E CURATIVOS

As feridas séo definidas como um defeito ou uma ruptura na pele que pode resultar de
trauma ou condicGes médicas/fisioldgicas, podendo sobrepassar o tecido celular subcutaneo,
alcancando em alguns casos os musculos, tenddes e ossos (DE SOUZA SAMIOTTO et al.,
2010). Séo classificadas de acordo com o numero de camadas e area afetada, como superficial
(se apenas a epiderme estiver envolvida), de espessura parcial (se a epiderme e as camadas
dérmicas mais profundas forem afetadas) e feridas de espessura total (quando gordura
subcutanea e tecido mais profundo s&o danificados) (CALO, 2016), conforme representado na

Figura 2. Além desses, outros critérios sao utilizados para sua classificacdo (Quadro 1).

Figura 2 — Profundidade das feridas.

=3 4
'.',"'.'."V-VA /

—

=<

Superficial Espessura Espessura
parcial total

Fonte: Duro et al. (2018).

Quadro 1 — Classificagéo das feridas.

Parametros Classificacao

Etiologia Cirdrgica, Traumatica e Ulcerativa

Tempo de cicatrizagdo Aguda e Cronica

Contetdo bacteriano Limpa, Limpa contaminada, Contaminada e
Infectada

Presenca de transudato e exsudato Transudato e Exsudato

Profundidade Planas/superficiais, Profundas e Cavitarias

Caracteristica do leito da ferida Granulagdo, Epitelizagdo, Necrose de coagulagéo,
Necrose de liquefacdo e Desvitalizado/Fibrinoso

Fonte: Adaptado de Manual de Padronizacdo de Curativos (2021).
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Apesar da cicatrizacdo de feridas ser um processo continuo, ele pode ser dividido em
trés fases, de forma a facilitar o entendimento, séo elas a fase inflamatdria, proliferativa e
maturacao ou remodelamento (GOSAIN; DI PIETRO, 2004).

A fase inflamatdria inicia imediatamente ap0s a lesdo e dura cerca de trés dias, esta fase
caracteriza-se pela liberagdo de substancias vasoconstritoras, principalmente tromboxana A2 e
prostaglandinas, pelas membranas celulares. O endotélio lesado e as plaquetas estimulam a
agregacdo plaquetaria, ativacdo da cascata de coagulacdo e formacdo de uma matriz de fibrina.
Além disso, ocorre a migracdo de células de defesa para o local da ferida, como neutréfilos e
macrofagos. A fase proliferativa tem inicio por volta do quarto dia ap6s a lesdo e se estende
aproximadamente até o término da segunda semana. E constituida por quatro etapas
fundamentais: epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de
colageno (CAMPOS et al., 2007; LAUREANO; RODRIGUES, 2011). Por fim, a fase de
maturacdo e a de maior importancia clinica se inicia apds vinte e um dias da lesdo, podendo
perdurar até um ano, esta fase € caracterizada pela deposicéo organizada do coldgeno. Durante
a remodelagem ocorre diminuicéo da atividade celular e do nimero de vasos sanguineos, além
de perda do ndcleo dos fibroblastos, levando a maturacéo da cicatriz (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

O processo de cicatrizacdo pode ser influenciado por diversos fatores: locais, como
oxigenacdo, infeccdo e presenca de corpo estranho, bem como, fatores sistémicos, dentre 0s
quais, a nutricdo, idade, sexo e estresse. Todos estes fatores devem ser manejados de forma
eficaz para que a cicatrizagéo ocorra de forma adequada (GUO; PIETRO, 2010).

Dentre as estratégias de cuidado, os curativos tém como funcédo basica fornecer uma
barreira protetora para prevenir a contaminacdo bacteriana e absorver o exsudato (VOWDEN;
VOWDEN, 2017). Um estudo realizado por Winter em 1962 estabeleceu que um ambiente
umido é propicio para melhorar a cicatrizagdo da ferida, com re-epitelizacdo mais rapida. Como
resultado, os curativos evoluiram e agora sdo projetados para otimizar o teor de umidade do
leito da ferida doando fluido, absorvendo o excesso de exsudato e/ou controlando a perda de
umidade (VOWDEN; VOWDEN, 2017; CALO, 2016).

Jones e colaboradores (2006) estabeleceram as caracteristicas necessarias para se obter

um curativo ideal, como:

e Capacidade de manter uma umidade adequada no leito da ferida enquanto remove o
excesso de exsudato;
e Livre de particulas e contaminantes toxicos;

e Nao tdxico e ndo alergénico;
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e Capaz de proteger a ferida de traumas;

e Pode ser removido sem causar trauma na ferida;
e Impermedvel a bactérias;

e Isolamento térmico;

e Permite a troca gasosa;

e Confortavel e adaptavel,

e Requer apenas trocas esporadicas;

e Custo-beneficio favoravel,

e Longa vida util.

3.3 POLIMEROS COM APLICACAO FARMACEUTICA

Atualmente, os polimeros constituem a base de importantes produtos industriais e seu
rapido crescimento de producdo é causado, além de fatores sociais, pela necessidade de
substituir materiais classicos (FELDMAN, 2008). Dentre as suas propriedades funcionais estao:
a bioades&o, maior resisténcia a degradacdo, flexibilidade, elasticidade, transparéncia, baixa
temperatura de processamento, biodegradacao e baixa reatividade. Devido a essas propriedades
e por serem baratos e praticos, os materiais poliméricos vém substituindo gradativamente outros
materiais (DA SILVA; RABELO, 2017).

Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética e sdo amplamente empregados
em diversas areas, dentre elas a farmacéutica. Na atualidade, estes materiais sdo desenvolvidos
principalmente para modular e direcionar a liberacdo de farmacos em sitios especificos do
organismo (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). No Quadro 2 est#o listados alguns dos
principais polimeros de origem natural e sintética e algumas de suas caracteristicas

farmacotécnicas.



Quadro 2 — Alguns dos principais polimeros naturais, semissintéticos e sintéticos e as suas caracteristicas farmacotécnicas.

Polimero

Uso farmacéutico

Referéncias

Polimeros naturais e semissintéticos

Alginato

Estabilizante em emulsdes, agentes suspensor, aglutinante de comprimidos e
desintegrante.

GANDHI et al., 2012

Carboximetilcelulose

Agente espessante, doador de viscosidade, estabilizante de fluidos, empregado como
aglutinante e como desintegrante em formas farmacéuticas solidas.

RAHMAN et al., 2021

Carrageninas

Agente gelificante, estabilizador e emoliente.

SAHA et al., 2018

Ciclodextrinas

Aumenta estabilidade e solubilidade de farmacos, usada em sistemas nanocarreadores
de farmacos, especialmente para direcionamento a alvos especificos.

VENTURINI et al., 2008

Gelatina

Permite a penetracao de fluidos corporais nas particulas e melhora a liberacao de
moléculas bioativas. Empregada nas formulacdes de géis, microparticulas,
nanoparticulas e filmes.

ARUN et al., 2021

Hidroxietilcelulose

Agente espessante, gelificante, modulador da viscosidade e estabilizante.

OLIVEIRA, 2021

Hidroxipropilmetilcelulose

Agente aglutinante, formador de filme e usado como matriz de liberacdo de farmacos
(gel ou filme).

DING,; LI, 2015

Quitosana

Excipiente farmacéutico carreador de farmacos usado em diversas formas como
filmes, fibras, esponjas, pellets, po, gel e soluces.

CHEUNG et al., 2015

Zeina

Agente filmogénico e de revestimento, utilizado em sistemas de liberago controlada.

TAVARES et al., 2020

91



Polimeros Sintéticos

Alcool polivinilico (Elvanol®)

Agente de permeacéo cutanea, formador de filme, agente estabilizante,

espessante e de dispersdo, adesivo e tensoativo nao-iénico

LIU; HOFFMANN, 2004

Carbopol®

Agente gelificante, utilizado na preparacdo de géis. Usados como agente

espessante em liquidos e como aglutinante em comprimidos e pellets.

VILLANOVA et al., 2010

Poli (metil vinil-éter co-anidrido

maléico) (Gantrez®)

Adesivo para proteses dentarias, revestimentos de liberacdo controlada

entéricos e usado em sistemas transdérmicos.

ROWE et al., 2009

Poli(N-vinil-2-pirrolidona)
(Povidona®)

Agente espessante, lubrificante, agente aglutinante e formador de pelicula.

ZABSKA etal., 2011

Poliuretano

Aplicado na forma de tecidos bioadesivos, stents vasculares, 6rgéos
artificiais e curativos. Favorece a permeabilidade ao oxigénio, promovendo

ainda um microambiente imido favoravel a epitelizacao.

DE BARROS et al., 2022

Fonte: Autoria propria (2023).

LT
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3.3.1 Gelatina

A gelatina (Figura 3) é uma proteina sollvel em &gua e preparada pela destruicdo da
estrutura tercidria, secundaria e até certo ponto primaria, através da hidrélise parcial do
colageno derivado da pele, tecido conjuntivo branco e 0ssos de animais (YADAYV, 2015). Este
polimero é amplamente empregado na industria alimenticia, ou ainda como insumo
farmacéutico, sendo um dos principias polimeros naturais utilizados em sistemas matriciais
para liberacdo de farmacos (ORIFICE, 2010).

Figura 3 — Estrutura quimica da gelatina.

i i i VAR
?—NH—TH—C—NH—CHQC—NH—?H— —N fH'OH
o) o) )
I I ik GH-CH, CH,CH,
———NH-GH-C—NH-CH,C—N" "CH, | oH | \
| [ -G e C—NH-CH,C-HC, _th,
| I I
II.IH OH ﬁ —
(|3:NH s
NH,

Fonte: De Paula e Amaral (2019).

Além disso, a gelatina é um biopolimero com propriedades interessantes para uso como
plataforma de curativos, dentre elas a sua baixa toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade no ambiente fisiologico (DIAS et al., 2017), ndo imunogenicidade,
associadas ainda a sua excelente processabilidade, capacidade filmogénica, disponibilidade e
custo-beneficio (RATH et al., 2016).

As matrizes de gelatinas absorvem os exsudatos da ferida e mantém a umidade,
promovendo assim o processo cicatricial. Os curativos a base de gelatina atuam como materiais
porosos para a migracdo celular e oferecem suporte mecanico e estrutural para o
desenvolvimento de novos tecidos. No entanto, a sua aplicagdo individual para o
desenvolvimento de curativos é prejudicada por ndo apresentar atividade antibacteriana e fraco
desempenho mecanico (NDLOVU et al., 2021). Nesse sentido, a combinagdo desta com
polimeros sintéticos é uma estratégia de design promissora para superar as suas propriedades
mecanicas deficitarias e alcancar as propriedades mecénicas e funcionais 6timas, requeridas
para curativos (WIWATWONGWANA,; SURIN, 2019).
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3.3.2 Poli (metil vinil-éter co-anidrido maleico) - Gantrez®

O copolimero poli (metil vinil-éter co-anidrido maleico), comercialmente conhecido
como Gantrez® (Figura 4), apresenta-se sob a forma sélida como um po esbranquicado, de
fluxo livre, inodoro e higroscopico. Forma uma solugdo ligeiramente turva, inodora e viscosa
(ROWE et al., 2009). Este polimero possui ampla aplicacdo em diversos produtos
farmacéuticos como em revestimentos entéricos, sistemas de liberacdo controlada, sistemas
transdérmicos (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010) e na composicao de enxaguatorios
bucais, seja isolado ou associado a agentes antissépticos (ZANIN et al., 2007). Além disso, o

seu uso em adesivo para proteses dentarias € bastante consagrado (IRACHE et al., 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica do Gantrez®.
B OC H 3 .

O” o O
Fonte: Sigma-Aldrich.

Alguns estudos demonstraram ainda o seu potencial em formulacGes de curativos.
Recentemente, Eakwaropas e colaboradores (2022) estudaram o uso do Gantrez® em
combinacdo com xiloglucana na formulagdo de hidrogéis, o0s quais induziram
significativamente a recuperacdo de éareas lesadas e atuaram como protetores contra
microrganismos externos, além de prover maior migracao de fibroblastos para a area da ferida.
Além disso, o Gantrez® apresenta propriedades antibacterianas intrinsecas e demonstrou
resultados promissores quando utilizado sob a forma de criogéis voltados ao cuidado de feridas,

sendo ainda biocompativel com fibroblastos humanos (CALO et al., 2016).
3.4 ESPONJAS

Esponjas sdo materiais macios e flexiveis com uma estrutura microporosa

interconectada. Devido as suas caracteristicas estruturais Unicas, elas tém boa capacidade de
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absorcdo de fluidos, interacéo celular e hidrofilia (JAYAKUMAR et al., 2011). Em virtude da
sua alta capacidade de intumescimento e rapida capacidade hemostatica, tornam-se adequadas
para evitar o acimulo de exsudatos. As esponjas que absorvem uma quantidade suficiente de
exsudatos da ferida fornecem um ambiente imido e também protegem o leito de contaminacgao
bacteriana (WANG et al., 2017) e do efeito deletério dos residuos metabdlicos dos
microrganismos.

Algumas esponjas baseadas em polimeros, naturais ou sintéticos, tém sido utilizadas
para curativos biomédicos (FENG et al., 2019, SOUSA et al., 2020). A gelatina € comumente
descrita como um dos principais polimeros utilizados na composi¢do de esponjas curativas
(NDLOVU et al., 2021). Estudos mostraram resultados promissores quanto ao uso deste
biopolimero no desenvolvimento de esponjas com capacidade de liberacdo rapida do ativo
(SINGARAVELU et al., 2016, TAVARES, 2022), alta capacidade de absorcéo de liquidos e
boa biocompatibilidade (YE et al., 2019).

3.5 ACIDO ELAGICO

O acido elagico (Figura 5) pertence a classe dos polifendis extrativos (elagitaninos)
amplamente difundidos entre dicotileddneas. E encontrado em frutos de diferentes espécies
como o0 morango, romd, framboesa, nozes, améndoas (CECI et al., 2020) e tem despertado
grande interesse, por conta das atividades bioldgicas que lhe tem sido atribuidas, dentre as
quais: atividade antimicrobiana e antioxidante (NAYEEM; KARVEKAR, 2011; TAVARES et
al., 2020), antienzimatica (TAVARES et al., 2020), cicatrizante (AL-OBAIDI et al., 2014),
fotoprotetora (RIOS et al. 2018) e anti-hemorragica (GOPALAKRISHNAN et al., 2014).

Figura 5- Estrutura quimica do acido elagico.
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Fonte: Sigma-Aldrich
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Diante destas propriedades, o acido elagico tem sido estudado como ingrediente ativo
no desenvolvimento de curativos, demonstrando resultados promissores. Tavares et al. (2020)
desenvolveram um filme polimérico carregado com acido elagico que apresentou atividade
antibacteriana, sendo uma opcao terapéutica para prevenir/tratar infecg0es cutaneas e auxiliar
na recuperacao da pele. Neste estudo, porém, os autores descreveram uma liberacdo limitada
em periodo habil. Em outro estudo posterior, o referido autor conseguiu aumentar
substancialmente a liberacdo do ativo, ao modificar os filmes com a incorporacdo de gelatina,
0s quais demonstraram além de uma liberagdo controlada e substancialmente maior, efeitos
mecanicos melhorados, atividade frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans, assim como um destacado efeito cicatrizante in vivo. No entanto, a sua
capacidade de sorcao foi limitada (TAVARES, 2022). Em outro estudo recente, 0 mesmo autor
(TAVARES et al., 2021), incorporou satisfatoriamente o acido eldgico em nanoparticulas de
zeina, promovendo a liberagdo controlada, associada a um efeito antimicrobiano aumentado.

Sob a forma de pomada, o acido elagico demonstrou grande capacidade de melhorar o
condicionamento cutaneo e promover a cicatrizagdo de feridas em ratos (PRIMARIZKY et al.,
2017). Além disso, no estudo de Vale (2019) ndo houve sinais claros de toxicidade relacionados
ao seu uso por via oral em camundongos, no qual, foi constatado auséncia de efeito genotoxico
e ainda, a presenca de importante efeito antigenotoxico.

Desta forma, o seu uso em sistema de liberacdo de farmacos apresenta-se como
estratégia promissora frente as limitagdes de formas farmacéuticas convencionais, somando as
propriedades bioldgicas aportadas por este bioativo com as dos diferentes dispositivos de
liberacdo. A sua incorporacdo em esponjas é totalmente inédita, sendo o objeto de estudo do

presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para o desenvolvimento das esponjas, foram adquiridos o poli (metil vinil-éter co-
anidrido maleico), comercialmente chamado de Gantrez® (peso molecular 216.000 g/mol) e 0
acido elagico (peso molecular 302.19 g/mol) da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados
Unidos). Foi utilizado como meio de cultura o Agar Muller Hinton da KASV1 (Parana, Brasil),
a gelatina bovina em po, foi adquirida da empresa VETEC Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil). Os demais reagentes foram de grau analitico e utilizados conforme as recomendacdes

dos provedores.
4.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS

Testes preliminares foram realizados no intuito de determinar a melhor composigéo para
0 desenvolvimento das esponjas, visando a posterior incorporacdo do principio ativo. Diante
disso, a partir da blenda gelatina (GEL) — Poli (metil vinil-éter co-anidrido maleico) (GAN)

foram preparadas as composic¢fes (GEL: GAN) listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Proporcdo entre Gantrez® e Gelatina para obtencdo das esponjas.

Formulacéo Gelatina (%) Gantrez (%)
Fa600GEL540sGAN 46 54
F5000GEL500sGAN 50 50
Fs3%sGEL47%.GAN 53 47
Fe4sGEL3s%sGAN 64 36
F70%6GEL30%sGAN 70 30
Fs200GEL18%GAN 82 18

Fonte: Autoria prépria (2023).

Para a preparacdo das esponjas poliméricas brancas (Figura 6), primeiramente o
Gantrez® foi dissolvido em agua a 40°C durante 8 horas sob agitacdo constante, em incubadora
tipo Shaker (Solab modelo SL-222). Apds este periodo, a gelatina em pé foi dissolvida em agua
a 60°C. Em uma microplaca de 24 pocos, foi adicionado o Gantrez® a quente e em seguida,
gota a gota foi adicionada a quantidade de gelatina para cada formulagéo sob agitacéo suave,

de modo a permitir a uniformizacdo da blenda polimérica e impedir a formacao de precipitados.
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Ao final, as formulagdes foram congeladas em ultra freezer -80°C (Coldlab modelo CL374-
80V) por 30 minutos e entdo submetidas a liofilizacdo (Liofilizador Liotop, modelo K105) por
um periodo de 24 horas.

A partir dos resultados de pré-formulacdo, foram selecionadas as composi¢oes
Fa6%GEL54%6GAN, Fs006GEL506GAN € Fs3%GEL47sGAN para incorporar 150 pg de écido

elagico (AE), a partir de uma solucdo metanoica (1.000ug/ml), apds a mistura dos polimeros.

Figura 6 — Producéo das esponjas poliméricas.
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Fonte: Autoria propria (2023).

4.2.1 Avaliacdo qualitativa

As esponjas brancas e carregadas foram analisadas macroscopicamente com o auxilio
de um luminoscopio (Lumen Série 3905), sendo apreciadas quanto a uniformidade, resisténcia,
capacidade de desintegracdo e propriedades bioadesivas. Quanto aos dois Ultimos testes, as
esponjas brancas foram adicionadas em &gua a temperatura ambiente e analisadas ap6s 10
minutos. Em um segundo teste as esponjas foram colocadas em estufa a 35°C por 30 minutos e
a cada 10 minutos, foram retiradas da estufa para verificar a sua desintegracdo e

qualitativamente as suas propriedades bioadesivas.
4.2.2 Espessura das esponjas
A espessura das esponjas, em milimetros, foi obtida com auxilio de um paquimetro

digital (Western® Pro) através da medicdo da superficie em seis pontos diferentes,

considerando-se a espessura como a média entre todas as leituras.
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4.2.3 Angulo de contato e velocidade de captacdo de agua

A hidrofobicidade das esponjas foi avaliada através da medicdo do angulo de contato
(Figura 7), realizada em triplicata, de acordo com a metodologia proposta por Sousa et al.
(2012). Uma gota de 25 pul de agua destilada foi depositada na superficie das esponjas e as
imagens foram registradas com camera fotogréafica digital. O angulo de contato dos materiais
foi definido como a média de todas as leituras, sendo realizada a medicéo de ambos os lados da
gota. Superficies com &ngulo de contato maior que 90° s&o consideradas hidrofébicas, enquanto
que menor que 90° sdo consideradas hidrofilicas (BURKARTER, 2006).

No decorrer do mesmo experimento foi realizada ainda a analise da velocidade de
captacdo de dgua das esponjas, através da variacao da altura da gota, em fungédo do tempo: 0s,
15s, 30s, 45s e 60s. Tanto as medic¢des do angulo de contato quanto da altura da gota foram
realizadas através do programa AutoCad (Autodesk, EUA).

Figura 7 - Representacdo esquematica da avaliagdo da hidrofobicidade e velocidade de
captacdo de agua. ©= angulo de contato ¢ H=altura da gota.

Fonte: Autoria prépria (2023).
4.2.4 Sorcao e Solubilidade

Para a determinacdo da capacidade de absorcao de agua e solubilidade das esponjas, foi
utilizado como meio agua destilada a 25°C, conforme metodologia utilizada por Sousa et al.
(2020). Trés amostras de cada formulacdo foram pesadas (m;), em seguida distribuidas em 15
ml do meio, sendo mantidas nesta condicdo durante 4 dias. ApoOs esse periodo, as esponjas
foram removidas do meio e 0 excesso de liquido retirado com papel absorvente, sendo
novamente pesadas (ms,) para determinar a capacidade de absorcéo de cada esponja, conforme

a seguinte equacdo:

. ~ Mgy — M,
Capacidade de absorc¢io (%) = — X 100 )

L
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Onde:
ms,= massa da esponja umida (g)

m;= massa inicial (g)

Apos a pesagem, as esponjas foram colocadas em estufa a 70°C até atingir peso
constante, conforme metodologia de Matick et al. (2018). Para alcancar essa condicdo a
variacdo entre duas pesagens consecutivas nao deveria ser maior do que 0,0001 g. Em seguida,
as esponjas foram novamente pesadas (m¢) para determinacdo da solubilidade, de acordo com

a equacao 2:

m; —m
Solubilidade (%) = ———x 100 2

L

Onde:
m¢= massa final da esponja (g)

m;i= massa inicial da esponja ()
4.2.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foram
realizadas a fim de verificar as possiveis interacdes entre os polimeros utilizados para obtencéo
das esponjas brancas. As amostras dos materiais puros foram incorporadas em pastilhas de
brometo de potassio, enquanto as esponjas foram insertadas em suporte proprio e avaliadas
diretamente. Os espectros foram obtidos em um espectrometro FTIR-ATR Shimadzu (Modelo
IRAffinity - 1,) operando no intervalo de 400 a 4000 cm, com resolucdo de 4 cm™ e 12

varreduras acumuladas.
4.2.6 Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A morfologia da superficie e da lateral das esponjas foi examinada em microscopio

eletronico de varredura (TM3030 Plus, Hitachi, Japdo). As imagens foram registradas em

ampliacdo de 100 a 40x e processadas com o software proprio do equipamento.
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4.2.7 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) consiste em determinar a taxa de
transmissdo de vapor de agua por unidade de area através de um material, de espessura
conhecida, induzida por um gradiente de pressao entre duas superficies especificas, de umidade
relativa e temperatura especificada (ASTM, 2000). Sendo um parametro importante para avaliar
o efeito oclusivo de materiais de cobertura, como 0s curativos. A permeacdo a vapor de agua
foi determinada segundo a metodologia de Tavares (2022). Inicialmente, 10 ml de dgua foram
adicionados a dispositivos de vidro adaptados exatamente com o didmetro das esponjas, sendo
através destas a unica possibilidade de passagem do vapor de agua (Figura 8). Em seguida, 0s
dispositivos foram pesados e armazenados em dessecador contendo silica gel a 32°C, sendo

estes pesados a cada 24h por 5 dias, e a silica gel trocada diariamente apds cada pesagem.

Figura 8 — Representacdo esquematica do ensaio de permeacéo ao vapor de agua.

{/Esponja

Dispositivo

Silica gel
Fonte: Autoria propria (2023)
As alteracbes na massa dos dispositivos foram plotadas em fungdo do tempo obtendo-

se um modelo de calibracdo por regressdo linear. O coeficiente angular foi determinado e a

transmissao de vapor de 4gua (TVA) foi calculada conforme a seguinte equacéo:

Transmissao de vapor de agua = % X A 3)

Onde:
g/t= coeficiente angular
A= area de permeacédo (m?)
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Em seguida, foi calculada a PVA conforme a equacao 4:

TVA X X

N (4)

Permeabilidade a vapor de agua =

Onde:

X= Espessura média das esponjas (mm)

AP= diferenca da presséo de vapor entre 0 ambiente contendo silica (0 kPa a 32°C) e 4gua pura
(4,76 kPa a 32°C)

4.2.8 Ensaio de liberacéo in vitro

O ensaio de liberacao foi realizado em placa de 24 pocos a 30°C com agitacdo suave.
As esponjas foram colocadas em 3 ml de meio PBS (pH 9,0) e mantidas nessa condigéo durante
5 dias. Foi coletado 1 ml de cada amostra apés 1, 6, 24, 48, 72 e 120h, sendo a mesma
quantidade reposta com tampao PBS estéril. As amostras coletadas foram liofilizadas e diluidas
em 2 ml de metanol PA, centrifugadas e o sobrenadante submetido a leitura em
espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin-Elmer lambda 25) no comprimento de onda (1) de 366 nm,
a fim de determinar a quantidade de acido elagico liberada. As esponjas remanescentes também
foram dissolvidas em metanol PA, sendo em seguida a dispersao centrifugada e o sobrenadante
submetido a quantificacdo, de modo a averiguar se o valor liberado e valor retido somariam a
quantidade de acido elagico incorporada em cada esponja. A quantificacdo do acido elagico foi
determinada usando a seguinte curva de calibragéo realizada em metanol y = 0,0335x + 0,0318,
R2=0,992.

4.2.9 Ensaio antimicrobiano em modelo ex-vivo

Para a determinacéo do efeito antimicrobiano das esponjas, optou-se por avaliar em um
modelo ex-vivo (Figura 9) utilizando tecido cutineo suino, baseado no decréscimo da carga
microbiana em lesbes previamente infectadas, conforme descrito por Andersson et al. (2021).
Inicialmente, pecas de tecido cutaneos suino integros, com aproximadamente 5x10cm,
adquiridas no mercado local, foram limpas, sendo removido o tecido subcutaneo com o auxilio
de um bisturi e checadas quanto a integridade, sendo descontaminadas com etanol 70% e
armazenadas em freezer a -20°C. Antes do ensaio, a pele foi descongelada em temperatura

ambiente durante duas horas, sendo o material novamente limpo com etanol 70% em cabine de
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fluxo laminar. A pele foi fixada em placa de petri estéril e as lesdes realizadas atraveés de um
dispositivo termico adaptado com ponta cilindrica de cobre de @=8mm, com intervalo de dois
minutos entre cada les&o. O cilindro foi posicionado verticalmente e a ponta mantida contra a
superficie da pele durante 15 s. Apds a realizacdo das lesbes, a pele foi mantida em placa de
petri contendo tampdo fosfato salino (PBS) pH=7,4, cobrindo um tergco de sua espessura, de
modo a manter a hidratacdo do tecido durante o experimento. A pele foi mantida em repouso
na cabine de seguranca biologica em temperatura ambiente por 20 min antes de realizar o

processo de infecgéo.

Figura 9 — Ensaio antimicrobiano em modelo ex-vivo utilizando pele suina.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.2.9.1 Infeccdo da ferida

Para a preparacdo do inoculo, foram utilizadas as cepas padrdo American Type Culture
Colection Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P). O
indculo foi preparado a partir da dispersao de 3-4 coldnias de cada cepa em caldo Muller Hinton
estéril, até ajustar a sua concentracdo para 0,5 da Escala de McFarland (equivalente a . 1,5 X
108UFC/ml). Para a infeccéo, foram adicionados no centro de cada lesdo 30ul de inéculo. Apds
a infeccdo, a fim de evitar a evaporacdo das feridas, as placas de petri foram seladas com
parafilme, fechadas com a respectiva tampa e incubadas a 37°C por 2 h.

4.2.9.2 Tratamento antibacteriano

Apo6s o estabelecimento da infeccdo, as esponjas brancas e carregadas foram

adicionadas diretamente sobre as lesdes (Figura 10). Foram utilizados 50 ul de solucéo de
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digluconato de clorexidina a 2%, como controle positivo, e PBS estéril como controle negativo.
Em seguida, as peles tratadas foram novamente incubadas nas mesmas condigcdes a 37°C
durante 2h.

Figura 10 — Tratamento com esponjas a base de gelatina e gantrez® carregadas com acido
elagico das lesdes realizadas em tecido cutaneo suino previamente infectadas com

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria prdpria (2023).

4.2.9.3 Amostragem e enumera¢do dos microrganismos viaveis

Para determinar a carga bacteriana das lesbes ap6s o tratamento, a pele foi retirada da
estufa e cada lesdo foi lavada individualmente com 2x40 pl de tampéo PBS estéril, sendo este
volume (80 pl) utilizado para realizar a diluicdo seriada das amostras entre 10! a 10”7, Estas
dispersdes foram homogeneizadas e em seguida semeadas em placas de agar Mueller Hinton.
As placas foram incubadas a 37°C por 24h e em seguida as coldnias resultantes foram contadas,
corrigidas pelo fator de diluigdo, sendo realizadas a média para cada unidade. Os valores de
CFU/ml foram submetidos a corre¢do logaritmica (logio) de modo a se apreciar melhor a

reducdo da carga microbiana dos diferentes tratamentos.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos através de média e desvio padrdo. Os dados
foram submetidos em pares a anélise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, usando
o software GraphPad Prism® 5.0. As diferengas foram consideradas significativas quando
p<0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51  AVALIACAO QUALITATIVA

Das seis formulagdes preparadas, somente foram utilizadas para incorporacao do ativo
as esponjas: Fae%GELs26GAN, Fs006GEL50eGAN € Fs30GEL479GAN, devido ao seu maior
grau de consolidagédo e homogeneidade. As demais composic¢Oes preparadas apresentaram-se
quebradicas e/ou ndo homogéneas.

As esponjas brancas obtidas (Figura 11A) apresentaram coloracdo branca, aspecto
homogéneo e resisténcia adequada. Ao serem umedecidas a 25°C, prontamente adquiriram
propriedades bioadesivas e tornaram-se maleaveis. Quanto a avaliagdo da desintegracdo em
agua a 35° C, mantidas sob agitacdo suave e analisadas durante 30 minutos, a esponja
Fs30GEL47%GAN apresentou a menor desintegracédo, ao contrario da esponja Fas%GELs1,GAN
que desintegrou totalmente.

Superadas as etapas de pré-formulacdo, com o intuito de determinar a melhor
composi¢do para o desenvolvimento das esponjas, realizou-se o carregamento com &cido
elagico das trés formulagbes selecionadas (FAEs6%GELs4.GAN, FAEseGELs0GAN e
FAEs3%GEL47%GAN). As formulagdes desenvolvidas apresentaram coloracdo amarelada,
caracteristica deste principio ativo, superficie regular e homogénea, conforme a Figura 11a.
Além disso, as esponjas mantiveram as propriedades bioadesivas demonstradas pelas esponjas
brancas, quando submersas em agua a temperatura ambiente.

As propriedades bioadesivas e a maleabilidade apresentadas pelas esponjas brancas,
podem estar associadas as caracteristicas intrinsecas do Gantrez® e gelatina, respectivamente.
Uma vez que a capacidade bioadesiva do Gantrez® ja esta descrita na literatura, demonstrado

pelo seu uso como adesivo para proteses dentarias (IRACHE et al., 2005).
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Figura 11 — Esponjas brancas e carregadas: (A) Recém-preparadas, (B) Durante a
determinacédo do angulo de contato e (C) Apds ensaio de sorcao.

A, B, C1: F4%GELs4,GAN, A, B, C2: Fs500,GEL500.GAN € A, B, C3: Fs30.GEL479GAN
a, b, cl: FAE46%GEL54%GAN, a, b, c2: FAEso%GELso%GAN ea, b, c3: FAEss%GEL47%GAN

Na Figura 11C pode ser observada a capacidade de intumescimento das esponjas apos
o teste de captacdo de agua. Esta é uma caracteristica importante a ser avaliada, pois materiais
capazes de absorver fluidos sdo importantes e auxiliam no processo de cicatrizacao de feridas
(BROUSSARD; POWERS, 2013).

5.2 ESPESSURA

A espessura das esponjas brancas e carregadas estd descrita na Tabela 2. As esponjas
carregadas apresentaram espessura menor que as esponjas brancas (p<0.05), essa diferenca
pode estar relacionada a fatores do processo de formulagdo, como homogeneizagao, ou ainda,
a presenca do ingrediente ativo.

Além disso, 0 aumento da gelatina na composicéo reduziu a espessura tanto das esponjas
brancas como das carregadas, o que pode indicar uma maior unido das cadeias poliméricas,
quer seja por reticulacdo, ou ainda pela aproximagdo mecanica promovida pela capacidade

filmogénica intrinseca deste biomaterial.

Tabela 2 — Espessura das esponjas (Média = SD).

Formulacdes Espessura (mm)
F60.GELs549.GAN 2,7+0,32
Fs006GELs00 GAN 2,7+0,32

Fs306GEL4700GAN 2,4 +0,02
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FAE460GELs4%.GAN 2,0+0,0°
FAEs00GELs0sGAN 1,8 +0,0°
FAEs3GEL47%.GAN 1,7+0,1°

Os dados foram submetidos aos pares a analise de variancia (ANOVA) com post-test de Tukey, sendo

considerados significantes quando p<0.05. Letras idénticas significam resultados semelhantes.
Fonte: Autoria propria (2023).

5.3 ANGULO DE CONTATO E VELOCIDADE DE CAPTACAO DE AGUA

O angulo de contato das esponjas brancas situou-se entre 53 e 63° (Figura 12), o que
demonstra o seu carater primordialmente hidrofilico, associado sobretudo & presenca de
gelatina. As esponjas carregadas apresentaram um carater ainda mais hidrofilico, com angulo
de contato entre 43 e 54°, 0 que pode ter sido ocasionado pela presenca dos varios grupamentos
hidroxila encontrados na estrutura fendlica do acido elagico.

Figura 12 — Angulo de contato das esponjas.
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Os dados foram submetidos em pares a analise de varidncia (One-way ANOVA), e posteriormente
ao teste de Tukey, sendo as diferencas consideradas significantes quanto p<0,05 (*).
Fonte: Autoria propria (2023).

Em relacdo a velocidade de captacdo de &gua das esponjas brancas, a esponja
Fa6%GELs4%sGAN apresentou maior velocidade de captacdo de agua dentre as composigdes
preparadas, com 100% de reducdo da altura da gota em 60 segundos, conforme observado na
Figura 13A. Sendo assim, pode-se inferir que se trata de um material mais poroso, uma vez que

a absorcdo de &gua e porosidade dos materiais estdo diretamente relacionados (POLETTO,
2010).
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As esponjas carregadas com maior quantidade de gelatina (FAEsowGEL50%GAN €
FAEs3GEL47%GAN) apresentaram um percentual de reducéo de altura da gota acima de 60%
apés 1 minuto. Por outro lado, a esponja com menor quantidade de gelatina
(FAE46%GELs4%GAN) ao final desse mesmo tempo demonstrou apenas cerca de 26% de
reducdo da altura da gota (Figura 13B). Essa diferenca entre as formulagdes pode ocorrer pois
a formacdo de poros e a porosidade de materiais sdo dependentes da interacdo e grau de
consolidacdo entre os polimeros e ingredientes ativos, das caracteristicas do
polimero/solvente/ndo solvente utilizados e é claro, das condi¢fes de preparacdo da esponja
(POLETTO, 2010). Além disso, conforme descrito na analise de espessura, a maior
consolidacdo dos materiais pode ser decorrente de mecanismos quimicos, a partir dos quais 0s
materiais tornam-se mais coesos e, portanto, poderiam levar a formacao de estruturas 3D com

caracteristicas funcionais Unicas.

Figura 13 — Velocidade de captacao de agua das esponjas.
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Fonte: Autoria propria (2023).

5.4  SORCAO E SOLUBILIDADE

Para que um material seja Gtil como veiculo de liberacéo de farmacos ele deve ser capaz
de absorver biofluidos, liberar principios ativos, mantendo a sua integridade (CALO et al.,

2016). Neste sentido, as esponjas brancas apresentaram alta capacidade de absorcéo de agua,
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com valores acima de 100%, conforme a Figura 14A. A esponja Fs3xGEL47%GAN apresentou
maior sorcao, esta caracteristica possivelmente esté relacionada a maior quantidade de gelatina
presente na formulacdo, uma vez que em agua fria este biopolimero tem a capacidade de
absorver de 5 a 10 vezes a sua propria massa em agua, causando assim o seu intumescimento
(HAUG et al., 2004).

Por outro lado, apds a incorporacdo de &cido elagico, as trés esponjas carregadas
apresentaram um aumento substancial na sua capacidade de absorcéo de agua (Figura 14B)
quando comparadas aos resultados do mesmo teste para as esponjas brancas. Este
intumescimento pode ser percebido macroscopicamente conforme visto anteriormente na

Figura 11c.

Figura 14 — Sorcéo e solubilidade das esponjas brancas e carregadas.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Em relagcdo a solubilidade, as esponjas apresentaram valores entre 20 e 40%. Estes
resultados demonstram a sua capacidade de manter-se integras no meio, sendo esta, uma
propriedade importante para os curativos, de forma a permitir a integridade dos materiais
quando em contato com fluidos biologicos, bem como, garantir a liberacdo adequada do

farmaco para exercer o seu efeito terapéutico.
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55 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Em relacdo a andlise das esponjas por FTIR, os espectros dos polimeros Gantrez® e
gelatina estdo representados na Figura 15a. No espectro de Gantrez® o pico de absor¢do do
grupo carbonila anidro é claramente visivel na regido de 1760-1820 cm™'. S&o observados
também o pico de estiramento OH (3300-2500 cm™), o pico de estiramento de CO tipico para
acidos carboxilicos (1320-1000 cm™!), o pico de curvatura OH para grupos carboxilicos em
950-910 cm™! e 0 pico de estiramento C-O-C da unidade de éter metil vinil em 1094,65 cm
(CALO, 2016).

O espectro da gelatina apresenta cinco bandas caracteristicas das amidas. A amida A
pode ser observada na regido de 3300 cm™!, a amida B em 2900 cm™!, amida I, Il e 11l podem
ser visualizadas na regido de 1644 cm™!, 1549 cm™! e 1248cm™! respectivamente. A amida |
representa o estiramento C=0 e ligacdo de hidrogénio acoplada com COO, a amida Il surge da
vibracdo de flexdo de grupos N-H e vibracOes de alongamento de grupos C-N e a amida Il
representa as vibragdes no plano dos grupos C-N e N-H das liga¢es de amida ou vibragdes de
grupos CH2 dos grupos de glicina (HOQUE et al., 2011).

Figura 15 — Espectros de FTIR correspondente a: (a) Gantrez® e gelatina, (b) esponjas brancas.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

O espectro FTIR das esponjas brancas esta representado na Figura 15b. O pico a 1740

cm™ é caracteristico do grupamento éster, provavelmente formado a partir da reagdo dos grupos

-OH presentes na gelatina e &cido carboxilico do Gantrez®, formados ap6s a sua hidrdlise

(Figura 16). Além disso, o grupo carbonilo anidro, observado para o Gantrez® puro na regiao

de 1760 cm™ desaparece nas blendas formadas, assim como as bandas tipicas de deformagcéo

axial caracteristicas dos acidos carboxilicos (1320-1000 cm™?), dando lugar na Gltima blenda

ao aparecimento de um pico a 1092 cm™ (caracteristico de C-O de éster saturado) (Figura 15b).

Ja o pico correspondente ao grupo -OH se movimenta de 2942 cm™ do Gantrez® puro para

3400 cm™ quando sdo formadas as blendas com gelatina.

Figura 16 — Ligagdo formada entre 0 Gantrez® e a Gelatina.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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56  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Na anélise por MEV foram realizados o registro superficial e o corte transversal das
esponjas (Figura 17). As esponjas brancas apresentam-se com uma estrutura formada por
microporos, com algumas irregularidades. Por outro lado, as esponjas carregadas apresentaram
uma superficie mais regular, lisa, densa e constituida de uma menor quantidade, porém maiores
poros. Além disso, pode-se visualizar algumas estruturas com formato semelhante a cristais
distribuidas na superficie das esponjas carregadas, que poderiam indicar a presenca do acido
elagico. Estes resultados corroboram com os achados obtidos quanto a velocidade de captacao

de agua, de sorcdo e solubilidade, descritos anteriormente.

Figura 17 — Imagens da microestrutura das esponjas: (A) superficie e (B) transversal.
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5.7 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA)

A permeabilidade ao vapor de dgua das esponjas esta representada na Figura 18. As
esponjas brancas apresentaram maior PVA quando comparadas as esponjas carregadas, isto
pode estar relacionado a estrutura microporosa destas formulagdes observadas nas imagens de
MEV. A permeabilidade ao vapor de 4gua pode ser influenciada por alguns fatores como, a
morfologia do polimero, a presenca de poros ou fissuras, a hidrofilicidade do material (CAZON
et al., 2022) e o seu grau de reticulacdo. O aumento desta Ultima propriedade pode causar uma
reducdo na PVA atraves da reducdo na difusividade e melhoria das caracteristicas mecénicas
(DE CARVALHO; GROSSO, 2006).

Figura 18 — Permeabilidade a vapor de dguas (PVA) das esponjas.
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Os dados foram submetidos em pares a analise de variancia (One-way ANOVA), e posteriormente
ao teste de Tukey, sendo as diferencas consideradas significantes quanto p<0,05 (*).
Fonte: Autoria prépria (2023).

De forma geral, a maioria dos filmes a base de polissacarideos, como gelatina e
quitosana, possuem uma barreira limitada ao vapor de agua devido a sua alta natureza
hidrofilica. A matriz desses materiais possui alto teor de grupos hidroxila e amino que podem
interagir com moléculas de agua, auxiliando a permeacdo das moléculas de agua através da
matriz do filme (DE CARVALHO; GROSSO, 2006; CAZON et al., 2022). De Carvalho e
Grosso (2006) obtiveram valores de PVA para filmes de gelatina de 0,198 g.mm/h.m? kPa,
corroborando com os resultados apresentados por Chambi e Grosso (2011) de 0,204

g.mm/h.m?.kPa para 0 mesmo material. Sendo assim, esta é uma caracteristica que contribui
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para a capacidade de intumescimento das esponjas e corrobora com os resultados apresentados
pela velocidade de captacdo de agua, sorcdo e solubilidade.

Ainda, a diferenca nos resultados de PVA desse estudo para os autores citados acima
pode estar relacionada a presenca do Gantrez, um material mais hidrofobico que a gelatina e
que, portanto, confere maior barreira a permeacdo a vapor de agua. Conforme discutido na
analise por FT-IR a formacdo de ligacOes éster entre ambos os polimeros, utilizando os
grupamentos OH- da gelatina, limitariam desta forma a dissipabilidade destes para favorecer a

permeacao de &gua atraves da matriz polimérica.

5.8  ENSAIO DE LIBERACAO

A liberacdo do ativo nos primeiros dias apds a formacdo da ferida € de extrema
importancia, pois pode auxiliar nas etapas iniciais de cicatrizagdo, sendo estas a fase
inflamatdria e proliferativa que se iniciam no primeiro e quarto dia de cicatrizacéo,
respectivamente. Além disso, a ac¢do antimicrobiana nos primeiros dias das etapas de
cicatrizacdo colabora para inibir a proliferacdo de microrganismos e impedir a contaminacao
da ferida. Outro fator importante é a frequéncia de troca de curativo, o qual depende de diversos
fatores, como a quantidade de exsudato no leito da ferida e tipo de ferida. O curativo pode
permanecer sem ser trocado por um periodo maximo de 4 a 7 dias (SILVA et al., 2017).

Nesse sentido, a liberacdo do &cido elégico foi avaliada por 5 dias, apds esse tempo as
esponjas FAEs3%GEL470GAN alcangaram uma liberagdo de acido elagico de 42,71%. Por outro
lado, as demais esponjas apresentaram uma liberacdo menor, alcancando cerca de 30,31%
(FAE46%GELs54%GAN) e 31,14% (FAEs0.GELs0%sGAN) (Figura 19).

A maior taxa de liberacdo pelas esponjas FAEssxGEL47%GAN possivelmente estd
relacionada ao menor grau de interacdo do &cido elagico com 0s grupamentos quimicos de
ambos 0s polimeros, uma vez que, com uma quantidade maior de gelatina na formulacéo,
seriam formadas uma maior quantidade de ligacdes éster entre os dois polimeros, tal como foi
demonstrado pelos espectros de FT-IR apresentados (Figura 15b). O &cido elagico por sua vez
estaria mais disponivel para ser liberado a partir das esponjas. Tavares et al. (2021) descreveram
0 mecanismo de associacao do acido eladgico com a proteina do milho zeina, através das técnicas
de FT-IR, fluorimetria e espectroscopia de *H NMR, indicando uma provavel formacdo de
pontes de hidrogénio entre estas moléculas. Esta caracteristica seria inclusive mais favorecida

com a gelatina, uma vez que esta esta constituida por uma maior proporcdo de aminoacidos
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hidrofilicos que a zeina em sua estrutura. Sendo assim, a indisponibilidade destes residuos
devido ao processo de esterificacdo a partir da mistura com o Gantrez®, limitaria o acoplamento

quimico do &cido elagico.

Figura 19 — Liberacdo do &cido elagico a partir das esponjas de gelatina-Gantrez.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

59 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ESPONJAS

A atividade antimicrobiana das esponjas foi avaliada por meio da reducdo da viabilidade
bacteriana. Os resultados, expressos em logio UFC/mI, para P. aeruginosa e S. aureus estéo
apresentados na Figura 20. Esses microrganismos sdo comumente associados a infecgoes
cutaneas resistentes, os quais dificultam o processo de cicatrizagdo (LIMA et al., 2015).

As esponjas brancas e carregadas demonstraram capacidade de reduzir a viabilidade de
ambas as cepas, este efeito pode estar relacionado a alta capacidade de absor¢édo das esponjas,
a qual leva a reducdo na carga microbiana no leito da ferida, atuando ainda, como protecdo
mecanica contra microrganismos externos. Além disso, a capacidade bioadesiva das esponjas
pode ajudar no processo de cicatrizacao, tendo em vista que curativos com borda adesiva podem
impedir a entrada de bactérias exdgenas na ferida pelas bordas do material e curativos
poliméricos contribuem para impedir a entrada de bactérias da superficie do curativo (BRETT,
2006).

Em relacdo a P. aeruginosa, as esponjas carregadas apresentaram maior atividade

quando comparadas as esponjas brancas, com excecdo das esponjas Fsz»GEL47.GAN e
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FAEs3%GEL47%GAN, onde ndo houve diferenca estatistica. As esponjas carregadas foram
capazes de reduzir, aproximadamente, em logio a viabilidade bacteriana em relagéo ao controle
negativo (CN) em 5 para as esponjas FAEss%GELssxGAN, 4,5 para as esponjas
FAEs0sGELs0sGAN e em 3 logyo para as esponjas FAEs3xGEL47sGAN (Figura 20A).

Quanto a atividade antimicrobiana frente a S. aureus, a maioria das esponjas apresentou
boa capacidade inibitoria, exceto a esponja FAEs3»GEL474GAN, que ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao CN. As esponjas carregadas FAEss,GELs4,GAN reduziram,
aproximadamente, em 4 logio a viabilidade bacteriana, as esponjas FAEs0%GEL506:GAN em 3
e FAEs3%GEL47.GAN em 1,5 logio (Figura 20B).

Além disso, percebe-se ainda que dentre as esponjas carregadas e brancas, com exce¢ao
das esponjas brancas testadas frente a P. aeruginosa, as formula¢ées com maior quantidade de
Gantrez apresentaram um efeito antimicrobiano maior, isto pode estar relacionado a capacidade
antimicrobiana intrinseca do Gantrez (CALO et al., 2016). Por outro lado, a menor atividade
inibitoria das formulacGes com maior quantidade de gelatina, pode estar relacionada a este
polimero que é conhecido por seu fraco desempenho como agente antimicrobiano (NDLOVU
etal., 2021).

No que diz respeito as esponjas carregadas além da alta absorcdo de fluidos e da
remocdo mecanica dos microrganismos nao aderidos, o &cido eldgico apresenta efeito
bactericida frente a ambas as cepas, confirmado em outros estudos anteriores (TAVARES et
al., 2018, TAVARES et al., 2021), os quais em conjunto contribuem para a sua atividade
antimicrobiana. Nestes estudos, o acido elagico apresentou um efeito bactericida mais
pronunciado frente a P. aeruginosa do que frente a S. aureus, o que justifica a menor atividade
antimicrobiana das esponjas carregadas frente a esta cepa, ainda, a formacao de uma estrutura
menos microporosa, limita a absor¢do dos microrganismos e prejudica a acdo das esponjas.
Apesar disso, as esponjas demonstraram atividade antimicrobiana satisfatoria, pois a maioria

foi capaz de reduzir acima de 2 logs a viabilidade bacteriana frente a ambas as cepas estudadas.
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Figura 20 — Atividade antimicrobiana das esponjas brancas e carregadas frente a P. aeruginosa

(A) e S. aureus (B). C1: concentracdo inicial, CN: controle negativo (tamp&o PBS estéril) e CP:

controle positivo — CHX clorexidina 2%.
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Os dados foram submetidos em pares a analise de variancia (One-way ANOVA), e

posteriormente ao teste de Tukey, sendo as diferengas consideradas significantes quanto

p<0,05 (*).

Fonte: Autoria prépria (2023).
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6 CONCLUSAO

As esponjas obtidas apresentaram caracteristicas funcionais favoraveis para o seu uso
como plataforma de curativos: hidrofilia, bioadesividade, elevada capacidade de captacdo de
agua, adequada resisténcia e maleabilidade. Além disso, a incorporacdo do &cido eldgico as
esponjas melhorou substancialmente a sua capacidade de intumescimento, sem alterar as
demais propriedades funcionais, o que pode favorecer a absorcdo de exsudatos no leito de
feridas. Em paralelo, as esponjas apresentaram solubilidade em meio aquoso entre 20 a 40%, o
que demonstra a sua capacidade de manter-se integras em contato com fluidos bioldgicos
quando usadas como curativos.

Na analise de FTIR o pico 1740 cm™!, caracteristico da funcdo éster, aparece nas
esponjas formadas pela blenda polimérica, sendo este provavelmente formado entre o0s
grupamentos -OH da gelatina e acido carboxilico do Gantrez®, conferindo as esponjas
caracteristicas funcionais especificas. As imagens de MEV demonstraram que a incorporacao
do &cido elagico tornou a estrutura das esponjas mais uniforme, densa, lisa e com menor
quantidade de microporos. As esponjas demonstraram liberacdo do acido elégico entre 30,31%
e 42,71%, ap0s 5 dias. Em relacdo a atividade antimicrobiana, tanto as esponjas brancas quanto
as esponjas carregadas demonstraram uma boa atividade inibitoria frente as cepas testadas. As
esponjas carregadas foram capazes de reduzir em torno de 5 a 3 logio a viabilidade das cepas
de S. aureus. Frente a P. aeruginosa, as esponjas carregadas reduziram de 4 a 1,5 logio a
viabilidade das bactérias, quando comparadas ao controle negativo.

Diante disso, a esponja FAEss%GELssGAN foi a formulagdo que apresentou as
melhores carateristicas funcionais para aplicacdo como curativos, com elevada capacidade de
captacdo de agua, baixa permeabilidade ao vapor de &gua, liberacdo considerdvel de acido
elagico (30,31%) e atividade antimicrobiana satisfatdria, sendo capaz de reduzirementre 4 e 5
logs a viabilidade de ambas as cepas bacterianas ensaiadas.

Portanto, o uso conjugado de polimeros ndo tdxicos e biocompativeis como a Gelatina
e Gantrez® bem como, o acido elagico podem favorecer o processo cicatricial de feridas. Neste
sentido, os dispositivos desenvolvidos possuem potencial para oferecer uma nova estratégia
mais custo-efetiva, biodegradavel, biocompativel e funcionalmente inovadora para o tratamento

de feridas.
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