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RESUMO

COSTA, NUBYA NASCIMENTO. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
FILMES POLIMERICOS CONTENDO EXTRATO DE CASCAS DE FRUTOS DE
Punica granatum PARA USO COMO COBERTURA BIOATIVA NA
FARMACOTERAPIA VETERINARIA. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -

Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre,
ES, 2021.

Assim como a busca por compostos bioativos provenientes de plantas medicinais para
uso cicatrizante, o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para veicular os
mesmos € uma demanda crescente na atualidade. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo, produzir filmes poliméricos baseados em blendas entre opoli(alcool
vinilico) (PVA), amido de milho e o poli(acido acrilico) (PAA), contendo extrato seco
total das cascas de Punica granatum (romd) (ESTCR), com vistas ao usocomo
cobertura bioativa na farmacoterapia veterinaria. O trabalho foi desenvolvido emduas
etapas. Na primeira, apos determinagao da concentracao inibitéria minima do ESTCR
sobre cepas de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e um fungo e, definicdo da
melhor concentracdo do extrato nas formulagdes, foram preparados filmes com
diferentes proporgdes dos polimeros, que foram caracterizados por analises térmicas
(DSC e TG/DTG) e tiveram as propriedades de barreira pesquisadas. Ainda, a
biocompatibilidade e a capacidade cicatrizante foram preliminarmente avaliadas
empregando técnicas in vitro. A partir da analise dos dados, foi eleita a melhor
formulagao, preparada a partir dos polimeros na razédo 75:15:10 (PVA/amido/PAA) e
na presenca de 1,25% p/p do extrato. Na segunda etapa, a melhorformulacao, foi
submetida a ensaios complementares de caracterizagao fisico-quimicapor microscopia
eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e difracao de raios X (DRX); ensaiosde tracdo, para
pesquisa das propriedades mecénicas; e, a testes de disco-difusdo, para avaliagao da
atividade antifungica. Foram obtidos filmes lisos, transparentes, brilhantes, de cor
amarelo-clara, sem a presenca de dominios quando avaliados visualmente. As
diferentes proporagées dos polimeros nas blendas provocou alteragdes nas
caracteristicas estudadas dos filmes. A blenda PVA:S:PAA:PPE4 originou um filme

liso, transparente, livre de dominio e sem separacao de fases. Além



disso, o filme apresentou propriedades de barreira adequadas para 0 uso como
cobertura bioativa. Quando submetido ao ensaio de atividade hemolitica in vitro, o
filme se mostrou ndo hemolitico e biocompativel. Além da confirmacao da atividade
antibacteriana sobre as cepas pesquisadas, os filmes foram eficientes em promover a
proliferacao celular in vitro, em 48 h, sem citotoxicidade. Analises complementares no
filme eleito (PVA:S:PAA:PPE4) comprovaram a existéncia de interacbes quimicas
entre os componentes do extrato e os polimeros, contribuindo para a formacao de
filmes integros, uniformes, resistentes ao manuseio e com propriedades mecénicas
consideradas apropriadas para o uso como coberturas bioativas. Analises das
fotomicrografias das superficies fraturadas apontam a presencga de descontinuidades
na matriz, justificando a pequena reducao observada nos parametros de resisténcia
mecéanica quando comparados aos valores para o filme sem extrato. A alteracéo na
organizacao das cadeias poliméricas também foi confirmada por DRX. Finalmente, os
filmes com extrato apresentaram atividade antifungica sobre a cepa estudada Candida
albicans. A analise conjunta de todos os resultados permite inferir que o filme
PVA:S:PAA:PPE4, preparado a partir dos polimeros na propor¢cao 75:15:10
(PVA:amido:PAA) contendo o ESTCR na concentracdgo de 1,25% p/p ¢é

potencialmente ultil para o uso como cobertura bioativa.

Palavras-chave: Punica granatum, filme polimérico, cobertura bioativa,

biocompatibilidade, propriedades de barreira, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

COSTA, NUBYA NASCIMENTO. DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF
POLYMERIC FILMS CONTAINING Punica granatum PEELS EXTRACT FOR USE
AS A BIOACTIVE WOUND DRESSING IN VETERINARY PHARMACOTHERAPY.
Dissertation. (Master’s Degree in Veterinary Science) - Centro de Ciéncias Agrarias e

Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

ABSTRACT

As well as the search for bioactive compounds from medicinal plants with healing
activity, the development of new pharmaceutical dosage forms to convey them is a
growing demand. In this context, the present work aimed to produce polymeric films
based on blends between poly(vinyl alcohol) (PVA), corn starch and poly (acrylic acid)
(PAA), containing total dry extract of Punica granatum (pomegranate) peels (ESTCR),
to use as bioactive wound dressing in veterinary pharmacotherapy. The work was
carried out in two stages. In the first phase, the minimum inhibitory concentration of
ESTCR on Gram-positive and Gram-negative bacteria strains and a fungus and, the
best concentration of the extract in films prepared by solvent casting with different
proportions of polymers were defined. The films were characterized by thermal
analysis (DSC and TG/DTQG) and their barrier properties were evaluated. Furthermore,
biocompatibility and healing activity were preliminarily evaluated using in vitro
techniques. From the data analysis, the best formuation was chosen, prepared from
polymers in the 75:15:10 ratio (PVA/starch/PAA) and in the presence of 1.25% w/w of
the extract. In the second phase, the best formulation was submitted to complementary
tests of physicochemical characterization: scanning electron microscopy (SEM),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction (XRD); tensile
tests to investigate mechanical properties; and, to disc diffusion tests, to evaluate the
antifungal activity. Were obtained smooth, transparent, bright, light yellow films, without
the presence of domains when evaluated visually. The different proportions of
polymers in the formulations caused changes in the studied characteristics of the films.
The PVA:S:PAA:PPE4 produced a smooth, transparent film, free of domination and
without phase separation. Furthermore, the film showed barrier properties appropriate

for use as a bioactive wound dressing. When submitted to the in vitro hemolytic activity



assay, the film proved to be non-hemolytic and biocompatible. In addition to the
antibacterial activity on the strains studied, the films were efficient in promoting cell
proliferation in vitro, within 48 h, without cytotoxicity. Complementary analysis in the
chosen film (PVA:S:PAA:PPE4) proved the existence of interactions between the
extract components and the polymers, contributing to the formation of uniform,
handling-resistant films with mechanical properties necessary for use as bioactive
covers. Analysis of the photomicrographs of the fractured surfaces point to the
presence of discontinuities in the matrix, justifying the small reduction observed in the
parameters of mechanical resistance when compared to the values for the film without
extract. The change in the organization of polymer chains was also confirmed by XRD.
Finally, films with extract showed antifungal activity on the studied Candida albicans
strain. The analysis of all results allows us to infer that the film PVA:S:PAA:PPE4,
prepared from polymers in the proportion 75:15:10 (PVA:starch:PAA) containing
ESTCR at a concentration of 1.25% w/w is potentially useful for use as a bioactive

cover.

Keywords: Punica granatum, polymeric film, bioactive wound dressing,

biocompatibility, barrier properties, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Ulceras ou feridas cutaneas s&o lesdes caracterizadas pela descontinuidade da
pele, podendo ser obtidas por processos fisicos, mecanicos, quimicos, microbiolégicos
ou patoldgicos. As feridas cutaneas crénicas sdo as causas mais frequentes na rotina
da clinica veterinaria, decorrentes principalmente de mordidas, acidentes
automobilisticos e queimaduras que acometem em sua maioria 0s animais de
companhia (CAPELLA, 2020; PAVLETIC, 2018). Podem ser classificadas
considerando varios critérios, entre eles, se sdo internas (fechadas) ou externas
(abertas), a extensao da area lesionada, a existéncia ou ndo de infeccao, o tempo de
curso da cicatrizacdo e a origem da ferida (trauma, abrasdo, avulsdo, incisao,
laceracao, puncao). Conhecer o tipo de lesao auxilia na escolha do melhor tratamento,
bem como na deciséo sobre a utilizacao de terapia medicamentosa local ou sistémica
(RODRIGUES, 2015; SANTOS, 2018).

Entre as intervengdes disponiveis na medicina veterinaria para o tratamento de
lesbes com maior tempo de evolugdo, extensao e comprometimento tecidual, o
tratamento farmacolégico € fundamentado no uso de antimicrobianos, anti-
inflamatorios, enzimas debridantes, imunomoduladores e substancias adsorvedoras
de secregoes, principalmente, incorporados em formas farmacéuticas convencionais,
como pod, solugdo, suspensao, creme, lo¢cdo, pomada e gel. Apos aplicacdo do
medicamento, as feridas devem ser recobertas e devem ser realizadas trocas dos
curativos, durante as quais ocorre tanto remoc¢ao quanto reaplicagao dos produtos,
podendo causar dor e desconforto para os animais. Assim, a selecado da forma
farmacéutica que promovera maior conforto para o animal, com reduc¢do da dor e,
facilidade de manejo para o tutor, deve ser considerada (CAMPBELL, 2006).

O desenvolvimento de alternativas farmacéuticas, capazes de favorecer o
processo de cicatrizagcao com a finalidade de diminuir o tempo do tratamento e visando
o favorecimento do bem-estar animal, tem sido objeto de varias pesquisas (BATISTA,
2017; COSTA et al, 2020; DUTRA et al., 2017; SOUZA, 2020; OZAKI; DUARTE,
2006). Aliado ao desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, a busca por
compostos bioativos oriundos de plantas medicinais em substituicdo aos farmacos
sintéticos vem crescendo na medicina humana, permitindo o uso também na
terapeutica veterinaria (NASCIMENTO, 2020).
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Entre as plantas medicinais de interesse figura a romazeira, cujo nome cientifico
€ Punica granatum L., uma planta arbustiva, pertencente a familia Punicaceae, que
possui monografia incluida na Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema unico de Saude (RENISUS) (BRASIL, 2009). Ha relatos do uso de oleos
essenciais e extratos obtidos a partir de diferentes partes da romazeira, incluindo a
flor, folhas, cascas da arvore, cascas dos frutos e suas sementes visando diferentes
acdes farmacoldgicas, entre elas, a antimicrobiana e a cicatrizante (ARAUJO et al.,
2018; FAZIO; GONCALVES; HOFFMANN, 2009; LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2018;
SOUSA et al., 2018).

Neste cenario, o objetivo do presente trabalho foi preparar filmes baseados em
blendas entre os polimeros poli(alcool vinilico), amido de milho e poli(acido acrilico),
contendo extrato seco total da casca de roma, com vistas ao uso como cobertura
bioativa para o tratamento de feridas em caes. Os filmes preparados pela técnica de
moldagem e evaporacao de solvente foram submetidos a ensaios de caracterizagao
fisico-quimica por microscopia eletronica de varredura (SEM), espectroscopia na
regiao do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR), analises térmicas
(DSC e TG/DTQ), difracao de raios X (XRD) e ensaios de tracdo para avaliacdo das
propriedades mecanicas. As propriedades de barreira dos filmes foram estudadas
mediante avaliagcdo do angulo de contato, capacidade de inchamento, perda de massa
e taxa de transmissdo de vapor d’agua. Nos filmes, foram pesquisadas, a
biocompatibilidade e a atividade cicatrizante, empregando métodos in vitro. Por fim, a
eficiéncia da inibicdo do crescimento de cepas de bactérias e um fungo foram

avaliadas in vitro, empregando teste de disco-difusao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele e cicatrizacédo de feridas em cées

A pele € o 6rgao que recobre toda a superficie do corpo animal e representa de
10 a 20% do seu peso corporal sendo responsavel por regular importantes fungdes do
organismo tais como termorregulacao, percepgao sensorial, produgéo de vitaminaD e
funcao de barreira protetora, protegendo o corpo da invasdao de microrganismos eda
perda de agua, evitando trocas entre o organismo € o meio externo (ALVES FILHO;
CABREIRA; AMARAL, 2016; BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019; GOMES;
OTHERO, 2016; KOZLOWSKA et al., 2020; LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2018).

A pele é dividida em trés partes: a epiderme, a derme e o tecido conjuntivo,

como esquematizado na Figura 1.

«1 \L
Figura 1. As camadas da pele (Adaptada de VAN DE GRAAFF, 2003).

A parte mais externa € denominada epiderme ou camada cornea, € constituida
pelos epitélios, estratificado, pavimentoso e ceratinizado, subdividida em cinco
camadas: basal ou germinativa, espinhosa, granulosa, lucida e cérnea (BLANES,
2004; SOUZA et al., 2009; VENTURA, 2018). A camada basal ou germinativa possui
uma fileira unica em forma cubica ou cilindrica, sendo a camada mais proxima da
derme. E na camada basal que se encontra os corpos celulares dos melandcitos que
Sa0 0s responsaveis pela pigmentacao e barreira protetora contra a radiagcao solar. A

camada basal contém também as células de Merkel, que desempenham a fungao de
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receptores sensoriais, influenciando no ciclo do pelo, na circulagdo sanguinea, na
producdo de suor e na proliferacdo dos queratinocitos (BLANES, 2004; KUHNEL,
2005; SOUZA et al., 2009). Logo acima do estrato basal, encontra-se os estratos
intermediarios: espinhoso e granuloso que dispéem de numeros de camadas que
variam em relagao a regido do corpo. O estrato espinhoso possui formato pavimentoso
e pontes intercelulares, que ligam as células. E nessa camada que estdo presentes as
células de Langerhans, que sdo importantes no sistema imunologico, participandoda
atividade fagocitaria e do processo de apresentacdo de antigenos aos linfécitos T
helper. O estrato granuloso, possui uma ou varias camadas de células rombdides ou
pavimentosas que podem ser finas ou ausentes em partes do corpo que contém pelos.
E no estrato granuloso que ocorre a desintegracdo do nucleo e dos organitos de
queratindticos decorrentes da producao final da queratina (BLANES, 2004; HARGIS E
GINN, 2007; VENTURA, 2018).

Em cées e gatos, por exemplo, somente nas regides mais espessas da pele,
como suas extremidades e o plano nasal, € observada a presencga do estrato lucido,
que é constituido por células translucidas e anucleadas com formato pavimentoso
(BLANES, 2004; BRAGULLA et al., 2004). O estrato corneo é a camada mais externa
da pele, formada por células bem unidas, queratinizadas e anucleadas, de espessura
fina variando de 3-35 um em gatos e de 5-1.500 um em cdes, conforme as diferentes
regides do corpo. Os queratindcitos presentes na camada cornea produzem a
queratina, proteinas fibrosas, que impermeabilizam a pele. Ainda na maioria dos
animais, a epiderme é recoberta por uma cobertura impermeavel, dita cuticula, que
auxiliam na formacao e na funcionalidade da pele como barreira € no equilibrio
hidroeletrolitico (BLANES, 2004; VENTURA, 2018).

A nutricdo e a oxigenacao da epiderme sao realizadas pela derme, camada
adjacente a epiderme, que representa a maior porcentagem da pele. A derme tem
espessura larga, é dividida em superficial e profunda e € altamente vascularizada,
fornecendo nutrientes para a epiderme. A derme possui componentes que conferem
elasticidade e resisténcia como: fibras insoluveis, colageno, elastina, fibras soluveis,
proteoglicanos e acido hialurénico. Vasos sanguineos e linfaticos e, terminacoes
nervosas, se encontram inseridas na derme (FOSSUM, 2015; IGNACIO, 2009;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; VENTURA, 2018). Na derme estdo inseridas
estruturas como as glandulas sudoriparas, produtoras do suor, e as glandulas

sebaceas associadas aos foliculos pilosos, responsaveis pela produgao do sebo que
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€ excretado a superficie da pele, conferindo a formagao do manto hidrolipidico, que
hidrata e lubrifica a pele e os pelos. O manto é a primeira linha de defesa contra a
proliferacdo microbiana (BLANES, 2004; VENTURA,2018).

Por fim, a camada mais interna da pele € denominada tecido conectivo ou
hipoderme, sendo constituida por tecido adiposo, que se localiza entre as camadas da
derme, tecidos e 6rgao, ligando-os. Outra fungdo é atuar como reservatorio térmicoe de
energia, além de permitir a termogéneses e o isolamento da pele (BLANES, 2004;
SOUZA et al., 2009).

A integridade de uma ou mais camadas da pele pode ser interrompida por
lesdes ou feridas. Feridas se caracterizam pelo rompimento da estrutura da pele e
variam conforme o tipo, extensao, profundidade e durac¢do do curso da cicatrizagao.
Também podem provocar a perda da funcao de barreira protetora da pele, levando ao
desequilibrio fisioldgico que pode ter como desfecho final a morte do animal (SANTOS,
2018; SIMAS, 2010). As feridas mais recorrentes em clinica veterinaria sdoaquelas
provenientes de mordidas, lacera¢des, queimaduras e de processos cirurgicos e
infecciosos (ARAUJO, 2018).

A classificagao das feridas se da pelo tempo de reparacgédo, dividindo-as em
crOnicas e agudas; pelas estruturas que foram comprometidas, classificadas como
superficial ou profunda; e pela presenca de microrganismos, sendo classificadas como
contaminada ou limpa. Nas feridas nas quais ndo ha rapida reparacgéao, ditas crénicas,
observa-se um retardamento no processo normal de cicatrizagdo, que deve durar de
3 a 21 dias. Feridas cujo decurso seja superior a 21 podem ser consideradas crbnicas
e de dificil tratamento (BLANES, 2004; EBERHARDT, 2015).

O processo de cicatrizagcdo de feridas pode ocorrer por primeira intencao,
qguando a lesao é superficial, ndo ha perda de tecido e as extremidades da pele
permanecem justapostas uma a outra. Ja a cicatrizacdo por segunda intencéo ocorre
em lesdes mais profundas, nas quais houve perda tecidual e as extremidades da pele
ficam afastadas umas das outras, sendo necessario formacéao de tecido de granulagéo
até que a contracao e re-epitelizacao acontecam (BLANES, 2004; BOHLING et al.,
2006).

As diversas etapas do processo de cicatrizacao de feridas, bem como o tempo

no qual ocorrem podem ser vistos na Figura 2.
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Figura 2. Fases da cicatrizacao de feridas em dias (Adaptado de: HASSANPOUR et
al., 2019).

ApOs o aparecimento de uma lesdo, ocorre o desencadeamento do processo
de cicatrizacao, que se da em trés fases como visto na Figura 2. A primeira delas € a
fase inflamatoéria, iniciada a partir do momento da ocorréncia da lesao e perdurando
de trés a cinco dias. Nessa fase, de imediato, ocorre a vasoconstricao (5 a 10 min) que
vai estabilizar a perda de fluidos, seguida pela vasodilatacao, que permite a passagem
de células e fluidos para o espago extracelular. Entre os elementos dos fluidos se
destacam o fibrinogénio e outros fatores coagulantes para a formacao de fibrina. A
agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea impedem o extravasamento
sanguineo e estabilizam as bordas das ferdias. Nesta fase ocorre a sintese de fator do
crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento transformador a e B, que
irdo sinalizar a formagédo de um novo tecido. Mediadores dasecrecao de leucdcitos
também sao produzidos. Por fim, ha a formagao de uma matrizextracelular provisoria,
rica em células migratorias. Fibrina, fibronectina e vitronectina também estéao
presentes, além de serina, mataloproteinases e proteases. Estasultimas tém a fungao
de degradar o tecido necrotico (PAVLETIC et al., 2018; BOHLING et al., 2006).
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ApoOs a fase inflamatoria, inicia-se a etapa de formacao de tecido granuloso,
dando inicio ao reparo tecidual, chamada fase proliferativa. Esta € caracterizada pela
presenca de fibroblastos, acumulo de colageno e migracao e formacao de estruturas
endoteliais novas, ocorrendo os processos de angiogénese, fibroplasia, epitelizacao
e contragdo da ferida. A fase proliferativa ocorre entre o 52 e 202 dia apds a lesao
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009). O tecido de granulacdo é macio e bem
vascularizado, responsavel por preencher o ferimento, sendo caracterizado pela
presenca de espagos vazios, com vasos exudativos e que sangram facilmente. Este
tecido é responsavel por fornecer uma barreira contra infecgdes. Nesta fase continua
a proliferacao e ocorre a maturacao dos fibroblastos (SANTOS, 2018). A utilizacao de
coberturas durante esta fase visa manter a superficie da ferida umida e facilita a
formacao do tecido de granulagcado e a re-epitelizacao, favorecendo a contracdo da
ferida (HOSGOOD, 2006).

A fase de maturacéo € a ultima fase do processo de cicatriza¢ao e nela ocorre
a remodelacao do colageno, com a formacao de fibras de coldgeno mais espessas e
substituicdo das fibras de colageno tipo Il pelo colageno tipo I, que aumenta. Nesta
etapa, o tecido ganha resisténcia. A deposicdo de colageno esta diretamente
relacionada a resisténcia a tracdo exercida pela ferida (PAVLETIC et al., 2018;
SANTOS, 2018).

Diferencas na anatomia cutdnea de cées e gatos podem ser observadas
microscopicamente, 0 que pode afetar a cicatrizagdo. Enquanto a pele integra dos
gatos possui menor perfusdo e menor resisténcia a ruptura, na dos caes observa-se
uma maior perfusdo e maior resisténcia, o que pode estar relacionado a maior
presenca de colagenos nestes ultimos (BOHLING et al., 2006). Ainda, na fase
inflamatéria, nota-se que as feridas em caes podem ser mais exudativas e edematosas
do que em gatos, com formacao de tecido de granulagcao mais palido quenos caes. O
tecido de granulacao nos caes se forma em todo a area tecidual exposta,enquanto nos
gatos, a partir das bordas da ferida. Portanto, a producao do tecido de granulagdo mais
lentamente e em maior quantidade em gatos pode explicar o maior tempo para a
cicatrizacao nestes ultimos (PAVLETIC et al., 2018; BOHLING et al., 2006).

Apesar da cicatrizacdo tecidual ser um processo natural, alguns ferimentos
mais graves requerem intervencao farmacoldgica levando em consideracédo o bem-

estar animal, além da diminuicdo da incidéncia de infec¢des (SILVA, GUEDES,
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HUPPES, 2017). O retardamento do processo de cicatrizacdo pode ocorrer por fatores
ambientais ao qual o animal estd submetido, bem como a fatores internos,
relacionados a falta de nutricdo correta, a infecgbes previamente obtidas, uso de
outros medicagdes, doengas pré-existentes, entre outros (MARTINS et al., 2011). Um
dos fatores que determinam o agravamento das lesdes € a proliferacdo de
microrganismos, prejudicando o processo de cicatrizagao e retardando a regeneracao
tecidual e a recuperacao do animal (RODRIGUES, 2015).

Embora na maioria das vezes n&do seja necessaria uma intervengao veterinaria
especializada para a cicatrizacdo de uma ferida, hd casos nos quais pode ser
necessaria a utilizagdo de curativos e terapia medicamentosa local ou sistémica. O
tratamento das lesbes geralmente é baseado na aplicagdo de gaze estéril, que serve
para recobrir o0 machucado, em conjunto com o uso de medicamentos topicos
(PAVLETIC, 2018; TILLMANN, 2009). Por vezes, os medicamentos sdo necessarios
para ajudar a reduzir o tempo do processo cicatricial, diminuir a probabilidade de
infecbes generalizadas, garantindo uma cicatrizacdo eficaz e segura, além de
proporcionar ao animal um tratamento eficiente (SILVA; GUEDES; HUPPES, 2017).

2.2 Coberturas bioativas

Estudos acerca da reparacao tecidual e tratamento das feridas cutaneas
possuem grande relevancia na medicina veterinaria, especialmente, em fungcéo da
grande frequéncia de ocorréncia e pela dificuldade no tratamento (AMARAL et al.,
2016). Medicamentos apresentados como formas farmacéuticas convencionais
utilizados no tratamento de feridas em caes, tais como solugdes, suspensdes, cremes,
pomadas, géis ou pds, requerem aplicacdo e remocao diarias sobre a ferida, o que
pode ser muito doloroso e desconfortavel. Algumas vezes, em fungao da profundidade
e extensao da area lesionada, pode ser requerida a sedagao do animal e/ou internagao
durante o tratamento (AVILA FILHO et al., 2015; BALSA; CULP, 2015; PAVLETIC,
2018). Ainda do ponto de vista clinico, feridas expostas ao ar ttm maior propensao a
inflamacao, sdo mais doloridas e pruriginosas, tém crostas mais espessas e tém maior
tendéncia em deixar cicatrizes (PAPEN et al., 2003).

Com a finalidade agregar em um mesmo produto a capacidade de atuar como
barreira protetora, modificar o microambiente da ferida e promover a liberacdo de

farmacos no leito das feridas, muito tem sido pesquisado acerca do preparo e
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utilizacdo de coberturas (passivas, interativas ou bioativas) e substitutos de pele para
tratar feridas em caes.

Coberturas passivas se caracterizam como curativos que somente recobrem o
ferimento, impedindo a penetragcdo de microrganismos e infec¢des. Sdo de materiais
inertes como tecido, algodao e gaze e nao possuem nenhum tipo de interagdo com as
feridas. As coberturas interativas sdo aquelas capazes de modificar a fisiologia no
microambiente das feridas, mantendo-as umidas e otimizando a cicatrizac&o. Ja as
coberturas bioativas, também chamadas wound dressings, sdo aquelas que agem
também como reservatério de farmacos com o objetivo de atuar como barreira,
modificar a fisologia e tratar as feridas e favorecer a regeneracao tecidual. As duas
ultimas podem ser oclusivas ou semi-oclusivas (BOATENG; CATANZANO, 2015;
SHARMA; DUA; MALIK, 2014).

Morgan et al. (1994) compararam os efeitos de curativos oclusivos de
coberturas de hidrocoldéide (HC) e hidrogel (HG) aos efeitos de um curativo semi-
oclusivo de polietileno (PE), sobre a cicatrizacao de feridas cutaneas agudas em
membros anteriores de 10 cdes. Todos os tratamentos resultaram em um grau
semelhante de cura nos dias 4 e 7 de pos-operatorio. Nao houve diferencas
significativas no numero de feridas com grau de cicatrizacdo maior que 90% no dia 28
de pds-operatdrio entre o grupo tratado com curativo HG e o grupo tratado com o
curativo de PE. As feridas tratadas com a cobertura HG tiveram a maior porcentagem
meédia de contracdo e maior relacao contragao/reepitelizacao nos dias 21 e 28 de pds-
operatorio. O pior desempenho foi observado para a cobertura HC.

Coberturas bioativas ditas ideais devem, além de proteger fisicamente o local
de aplicacao, remover o excesso de secrec¢oes, mantendo a temperatura no leito da
ferida; permitir trocas gasosas com o meio externo; manter umidade ideal na leséo e
favorecer a proliferacao celular. Além disso, devem ser de facil aplicacdo e remocao,
sem aderir aos novos tecidos depositados; apresentar boa flexibilidade e resisténcia
ao manuseio; permitir a visualizacdo e o acompanhamento do progresso de
cicatriza¢do, quando nao forem destinados a trocas e ndo provocar nenhum tipo de
reacao alérgica e de toxicidade (JAYAKUMAR et al., 2011; SINGH; PAL, 2012).

Na atualidade, inumeras técnicas estdo disponiveis para a preparagao de
coberturas bioativas na forma de filmes poliméricos, tais como, a moldagem e
evaporagao do solvente (solvent-casting), extrusdo a quente (hot-melt extrusion),

eletrofiagdo (eletrospinning), formacao de filme in situ e impressao 3D (3D-printing)
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(DUTRA et al., 2017; REPKA; McGINITY, 2001). Entre estes, o processo de moldagem
e evaporagao de solvente € o método mais simples, barato e de facil reproducao,
podendo ser realizado em grande ou pequena escala e, permitindo a obtencao de
preparacoes estéreis quando realizado em ambiente asséptico e a partirde insumos
estéreis. O método consiste no espalhamento manual ou automatizado da solugéo ou
suspensao polimérica previamente preparada em moldes ou sobre umasuperficie lisa,
seguido de evaporacdao do solvente por secagem em estufa ou ao ar ambiente
(COSTA et al., 2020; DUTRA et al., 2017).

Além das diferentes técnicas de obtencao, ha um grande numero de polimeros
a partir dos quais os filmes para uso como coberturas interativas e bioativas podem
ser preparados, havendo relatos na literatura acerca do uso destas coberturas para
tratar feridas em cées.

Ueno et al. (1999) avaliaram a eficacia de filmes de quitosana na acelerac¢ao da
cicatrizacdo de feridas induzidas em céaes. Os filmes foram aplicados por 15 dias eo
processo de cicatrizagdo da ferida foi avaliado histologica e imunohistoquimicamente.
Os autores observaram que os filmes de quitosana promoveram aceleracao da
infiltracdo de células polimorfonucleares na fase inicial dacicatrizacdo da ferida,
seguida pela producao de colageno pelos fibroblastos.

Coelho et al. (2002) utilizaram filmes obtidos a partir de um polissacarideo
extracelular proveniente da cana-de-agucar, preparados por um processo
biotecnoldgico, para tratar feridas de ocorréncia natural em caes, no Hospital
Veterinario, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os autores observaram
aumento do tecido de granulacdo, controle da infeccdo e diminuicdo do tempo de
cicatrizagao nos animais, sendo as coberturas interativas consideradas adequadas ao
uso pretendido.

Chansiripornchai et al. (2004) preparam filmes a partir de géis de
polissacarideos extraido da casca do fruto do durido (Durio zibethinus) e avaliaram a
atividade antibacteriana e eficacia no tratamento de feridas cirurgicas de castragao ou
ovario-histerectomia em caes e gatos. Os resultados revelaram que as feridas
cicatrizaram completamente quando tratadas com filme do polissacarideo e a
velocidade de cicatrizacdo foi semelhante ao tratamento convencional com
iodopovidona.

Yang et al. (2011) preparam filmes baseados em acido hialurénico tiolado e

reticulado para tratar feridas em ratos, caes e cavalos, apds observarem a proliferagcao
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de queratindcitos promovidos pelo mesmo material in vitro. Os autores verificaram que
os filmes reticulados aumentaram a taxa de cicatrizacdo de feridas em ratos e
resultaram em epiderme mais espessa. Embora feridas em membros anteriores de
cavalos e caes tenham cicatrizado mais lentamente em comparagdo com os ratos, 0s
filmes aumentaram a cicatrizagdo das feridas em comparagao com os controles nao
tratados, tanto em termos de fechamento da ferida quanto na qualidade do tecido.

Amaral et al. (2016) empregaram filmes de nanofibras de celulose como
alternativa aos tratamentos convencionais, em feridas de dois céaes, originadas de
mordedura. Apds debridamento e limpeza das feridas, as coberturas interativas foram
aplicadas e recobertas com gaze. Os autores observaram que os filmes de nanofibras
de celulose se mostraram como uma opgao terapéutica viavel e promissora, pois,
promoveram rapida formacdo de tecido de granulagdo e rapida epitelizagdo. A
formacao de tecido de granulacdo exuberante pode ser interrompida com a retirada
do filme.

Entre os polimeros para os quais ha relatos do preparo de wound dressings se
destacam o poli(alcool vinilico) (PVA), o poli(acido acrilico) (PAA) e o amido. O PVA é
um polimero sintético, hidrofilico, atdxico, e que apresenta boa estabilidade quimica e
capacidade de formacdo de filmes. Ainda, possui boa capacidade filmogénica,
originando peliculas de elevada resisténcia mecanica e boas propriedades de barreira
(FARIA et al., 2012). Devido a sua alta compatibilidade com diferentes tipos de amido,
o uso da blenda PVA/amido é promissora para o preparo de cobertura bioativas, que
devem ser atdxicas, ndo alergénicas e nado aderentes, além de serem de facil
aplicagédo e remocao (MUPPALALENI; OMIDIAN, 2013). O poli(acido acrilico) ou
carbémero, € um material sintético, soluvel em agua e em solventes polares, com boa
capacidade espessante e biocompatibilidade. Sua capacidade mucoadesiva pode
conferir aumento no tempo de contato das formulagcées com o local de aplicacao
(LIMA, 2006). Ja o amido € um polimero atraente para aplicagdes em filmes como
coberturas bioativas devido a sua ampla disponibilidade a partir de fontes naturais e,
portanto, renovaveis; seu baixo custo; elevada biocompatibilidade e
biodegradabilidade; e, existéncia de relatos de capacidade de cicatrizacdo de feridas
(WHAGHMARE et al., 2018). Os trés polimeros mencionados sdo de uso farmacéutico
e possuem suas monografias inscritas no Handbook of Pharmaceutical Excipients,
sendo considerados seguro para o uso em medicamentos e cosméticos, nas corretas
condi¢des (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Uma das vantagens para o preparo de sistemas ou misturas poliméricas,
conhecidas como blendas, é a possibilidade de otimizagdo das propriedades dos
polimeros, que sozinhos, apresentam uma ou mais propriedades inadequadas para o
uso como matrizes formadoras de filmes. Blendas podem favorecer a estabilizacdo
quimica das dispersdes poliméricas, melhorar a capacidade filmogénica, o controle da
resisténcia mecanica, a modulacdo da velocidade de dissolucdo e consequente
liberacao do farmaco e, a adequacao da taxa de permeabilidade dos filmes aos gases,
além de promover intumescimento e solubilidade controlados (ALVARADO et al.,
2018; CAYKARA; DEMIRCI, 2006). Em blendas, a mistura de polimeros pode ocorrer
pelo estabelecimento de ligagbes de hidrogénio e outros tipos de interagdes entre os

grupos carboxilicos e hidroxilas dos polimeros (ZEPON et al., 2013).

2.3 Compostos bioativos na cicatrizagao de feridas

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal
se refere a toda espécie vegetal que seja utilizada com finalidade terapéutica (BRASIL,
2014). O uso profilatico ou terapéutico de plantas medicinais € amplamentedifundido
em todo o mundo e vém ganhando maior notoriedade atualmente, uma vezque 0 uso
dos produtos naturais pode causar menos danos tanto a saude quanto ao meio
ambiente, por serem oriundos de fontes renovaveis e apresentarem, potencialmente,
menor toxicidade (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

No Brasil, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Saude, regulamentou em 2006, a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que lista as espécies de plantas
medicinais potencialmente uteis no sistema de atencao basica a saude no Brasil, para
as quais ha estudos em andamento (BRASIL, 2009). O programa é parte essencial
das politicas publicas de saude no pais, pois suas acdes sao voltadas para a garantia
do acesso seguro e uso racional das plantas medicinais e de produtos originados
destas, bem como o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes relacionadas a
producao de fitoterapicos e o fortalecimento das cadeias produtivas envolvidas neste
processo. As acdes do programa visam ainda estabelecer o uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e o desenvolvimento econdmico e social originado do uso
das plantas medicinais (BRASIL, 2006).
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A fitoterapia € uma pratica amplamente difundida em todo o mundo, com grande
notoriedade na atualidade, uma vez que compostos bioativos sao oriundos defontes
renovaveis e podem ser menos toxicos ao organismo e ao meio-ambiente, consoante
o tipo de solvente e processo de extracdo empregados para sua obtencao(VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Os compostos bioativos naturais podem ser
utilizados tanto como ingredientes farmacologicamente ativos (IFAs) bem como
protétipos para a sintese de farmacos mediante sintese total ou modificagao estrutural
nos mesmos, quando isolados e purificados (SANGI, 2016). O Brasil é conhecido por
sua ampla biodiversidade sendo considerado um pais mega-biodiverso, tendo a
quimica dos produtos naturais experimentado grande e rapido desenvolvimento
durante o século 21 (BERLINCK et al., 2017).

Usualmente, o6leos essenciais e extratos destas plantas sdo ricos em
metabdlitos secundarios com agado antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
hemostatica e debridante, principalmente, sendo estes os de maior interesse em
processos de cicatrizacao (PATTANAYAK et al., 2021). Ha relatos do uso de inumeras
plantas medicinais cultivadas no Brasil no tratamento de feridas tais como: cha verde,
centella, alecrim, canela chinesa, erva de S&o Jodo, acafrdo, copaiba, hena,
mangostim, taro, babosa, caléndula, aloe, hamamelis, mirra, rosa-rubra, melaleuca,
camomila e roma (ARAUJO et al., 2018; FREITAS et al., 2014). Com base em uma
revisao sistematica, Tresch et al. (2019), prospectaram potenciais plantas medicinais
de interesse para tratar pioderma, dermatite atopica canina, otite externa, feridas e
dermatofitose em caes. Com base nos achados, os autores concluiram que caléndula,
erva de Sao Jodao e camomila mostraram propriedades de cicatrizacao de feridas
sendo consideradas candidatas promissoras para preencher a lacuna terapéutica em
agentes de cicatrizacao de feridas caninas.

A papaina € uma enzima extraida do mamao (Carica papaya), que pode ser
incluida em diferentes formas farmacéuticas, como po, gel e creme, sendo utilizada no
tratamento de lesdes (SILVA et al., 2012). Estudos comprovam que a papaina atuana
aceleracao do crescimento tecidual, uma vez que tem acgado debridante, o que pode
acelerar a cicatrizacdo. Dutra et al. (2017) preparam filmes a partir da mistura entre o
PVA e o alginato de calcio (AlgCa) contendo papaina (2% p/p), composto bioativo
utilizado com debridante tecidual, que favorece a cicatrizagdo. A atividade enzimatica
dos filmes foi comprovada pelos autores indiretamente, utilizando método in vitro.

Porsani et al. (2016) relatam trés casos de caes atendidos no Hospital Veterinario da
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Universidade Federal de Lavras (UFLA, Brasil) com feridas infectadas, necrosadas,
de etiologia variada e consideradas extensas e graves. As lesdes foram tratadas com
gel-creme de papaina a 3 ou 5% p/p. O tratamento dos animais demonstrou
efetividade na recuperagado das feridas, com a formacao de grande quantidade de
tecido de granulacdo, em um menor tempo quando comparados a tratamentos
convencionais.

Silva et al. (2014) avaliaram o uso da pomada Alantol®, contendo alantoina a
3% p/p associada ao 6xido de zinco, na cicatrizacao tecidual em equinos. A alantoina
€ um metabdlito secundario presente no Aloe vera, capaz de estimular a reparacao
tecidual em feridas supurativas e persistentes. Segundos os autores, o emprego da
pomada promoveu um periodo cicatricial reduzido em feridas cutaneas induzidas em
equinos. Outro composto bioativo natural proveniente do Aloe vera é a acemanana
(ACE), polissacarideo ao qual sao atribuidas excelentes propriedades
imunomoduladoras. A ACE atua como fator de crescimento estimulador de
macréfagos, modulando o aumento na secrecdo de IL-1 e TNF-a, o estimulo da
angiogénese, a deposi¢cao de colageno e a diferenciacao dos queratindcitos. Autores
relataram que geéis contendo ACE apresentaram acgao positiva sobre a contracao e re-
epitelizacdo de feridas de pata em cées e estimulou a formacdo de tecido de
granulacao sobre o0 osso exposto (SWAIM; RIDELL; McGUIRE, 2013).

Popularmente conhecida com alteia, a Althaea officinalis, possui potencial
cicatrizante, antimicrobiano e anti-inflamatério. Um estudo comparativo com a alteia
na forma de pomada a 15% de extrato em comparagdo com o Eucerin®e grupos nao
tratados foi realizado e segundo os autores obtiveram resultados positivos, sobre a
planta, confirmando que as atividades terapéuticas do extrato podem ser
correlacionadas a componentes presentes na planta, como a pectina e compostos
fendlicos (VALIZADEH et al. 2015).

A Malva sylvestris L., conhecida como malva, € uma planta popular para
tratamento de processos inflamatérios. Diferentes estudos apontam resultados
positivos sobre a cicatrizagao para diferentes tipos de extratos obtidos da planta. Nasiri
et al. (2015) testaram a acao cicatrizante de creme de malva a 10% p/p comparado ao
tratamento com creme de sulfadiazina de prata (SSD) padrao 1% p/p em ratos com
queimaduras de segundo grau induzidas. Os autores observaram a melhora no
processo de cicatrizacdo quando comparado ao creme SSD. Resultados parecidos

foram encontrados por Pirbalouti et al. (2010) que avaliaram uma pomada



29

contendo extrato das flores de malva em éter dietilico, administrada em doses de 200
mg/kg/dia em ratos Wistar, com feridas e diabetes induzidas. Ao final do estudo, foi
relatado que houve um aumento na aceleragdo do processo de cicatrizagdo nos
animais tratados com pomada de malva.

Feridas provenientes de acidentes automobilistico em um cachorro foram
tratadas com a adigado do extrato propolis a 11% colicado diretamente sobre a ferida
previamente lavada com agua e sabdo neutro, a cada 12 horas, até completa
cicatrizacdo. A utilizacdo do extrato de propdlis se mostrou eficaz na cicatrizacédo
(MEDEIROS et al., 2019). Adesivos impressos desenvolvidos a partir de biotintas
baseadas em pectina contendo complexos de inclusdo de quitosana e propolis em
ciclodextrinas foram avaliados in vitro quanto a citocompatibilidade, atividade
antimicrobiana e propriedade de cicatrizacao. Os resultados obtidos revelaram que os
adesivos bioimpressos demonstraram capacidade de cicatrizacdo aumentada,
especialmente, naqueles contendo prépolis, que apresentaram também atividade
antimicrobiana (ANDRIOTIS et al., 2020). Filmes de colageno | contendo extrato seco
hidroalcdolico de propolis vermelha 0,1% p/p, preparados por evaporacao de solvente,
foram utilizados no tratamento de feridas cirurgicas de segunda intengdo em dorso de
ratos. Resultados obtidos sugerem que o uso dos filmes como coberturas bioativas
favoreceu a formacéo cicatricial e a incorporacdo do extrato de propolis vermelho
acelerou a resposta imunoldgica, exercendo papel sobre a re-epitelizacdo da
superficie das feridas em relacdo a utilizagdo de membranas de colageno puro
(BARRETO, 2008).

Extrato etandlicos de partes aéreas de espécies de salvia foram incorporados
em pomadas, que tiveram a acgéao cicatrizante avaliada in vivo, em feridas induzidas
em ratos diabéticos. Para tal foram utilizadas duas concentragdes (0,5% e 1% p/p) dos
extratos. O creme Fito® foi utilizado como controle positivo. Os autores relataram que
os extratos de todas as plantas apresentaram efeito cicatrizante de feridas, sendoa
espécie Salvia kronenburgii Rech considerada mais eficaz que a Salvia euphratica
Montbret (GUZEL et al., 2019).

Fibras poliméricas de PVA contendo extrato seco de casca de bétula nas
concentracoes 0,5 e 5% p/p foram preparados por eletrofiacdo e estudados para
aplicagao no tratamento de feridas. Os autores observaram acelera¢do no processo

de cicatrizagdo e aumento significante no tempo de fechamento e re-epitelizagao das
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feridas, permintindo a diminuigdo da troca de curativos devido a longa liberacéo do
extrato no leito da ferida (MWIIRI; BRANDNER; DANIELS, 2020).

2.3.1 Punica granatum L.

Uma planta para a qual ha inumeros relatos de atividade cicatrizante e
antimicrobiana € a Punica granatum L (Figura 3). Popularmente conhecida como
romazeira, a P. granatum € uma pequena arvore arbustiva, pertencente a familia
Punicacea, que pode medir entre 3 a 5 metros de altura (TELES; COSTA, 2014). A
romazeira € cultivada em diferentes partes do Brasil e do mundo, € uma espécie
originaria do mediterrdneo Asiatico. Os frutos da roméazeira sdo arredondados, de
coloragdo amarelo-acastanhada, com cascas duras, que se racham expondo suas
sementes quando maduros (LORENZI; MATOS, 2008; PAGNOCCA, 2017).

Figura 3: Imagem representativa de um (A) fruto de roma e seus componentes
anatémicos; (B) das sementes do fruto; (C) das cascas de roma secas ao sol; e, (D)
do p6 grosseiro das cascas (Fonte: ISMAIL; SESTILI; AKHTR, 2012. Reproducéao

autorizada pelo autor).

A utilizagdo de chas, extratos e 6leo essenciais provenientes de diferentes
partes da roméa e da romazeira na prevencgao e tratamento de diferentes enfermidades
€ alvo de estudos ha muitos anos. O fruto da roma vem sendo usado para tratar

infeccbes bacterianas, fungicas e parasitarias, inflamacgodes, disturbios da pele,
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infeccbes gastrointestinais e intoxicacao alimentar, bem como doencas periodontal,
aterosclerose ou arteriosclerose, além de possuir acao anti-inflamatdria,
imunomodeladora, antioxidante e anti-artritica. Inumeros estudos comprovam suas
acoes, utilizando extratos de diferentes partes da planta (DOS SANTOS, et al., 2019;
LANGLEY, 2000; NAVARRO, 1996; SOUZA et al., 2019; WANG et al., 2010).

Cerda et al. (2003) realizaram um estudo preliminar no qual ratos foram
tratados com dieta alimentar a base da mistura de ragao e extrato de roma, obtidos
nas concentragdes: 0,5, 2, 5, 10, 20 e 40% durante 7 dias e relatam a auséncia de
toxicidade em todas as concentragdes testadas.

Os compostos bioativos presentes nas folhas, caule, pericarpo, cascas do fruto
e nas sementes das romas sao responsaveis pelas atividades antioxidante,
antibacteriana, antifungica, anticonvulsivante, anti-inflamatéria, imunomodeladora,
cardioprotetora, antimutagénico, antiespasmaodico, antidiabética e outras (BATISTA,
et al., 2020; DOS SANTOS et, al., 2019). Tais indica¢des sao justificadas devido a
presenca de compostos organicos provenientes do metabolismo primario e secundario
da planta (DOS SANTOS, et al., 2019; SOUZA et al., 2019; WANG et al., 2010).

Segundo Anibal (2010) aproximadamente 20% da composi¢do da casca da
roma € constituida de punicalagina, alcaldides e taninos. Além disto, sdo ricas em
compostos fendlicos, sendo fontes importantes de taninos hidrolisaveis, elagitaninos
e acido elagico e ainda de antocianinas e flavonoides, metabdlitos relacionados a
inumeras atividades farmacolégicas, sendo a antimicrobiana e a antioxidante aquelas
de maior interesse. Estudos também comprovam que os compostos fendlicos em altas
doses confere poténcial para agao antifungica (FLECK et al., 2016; HAYOUNI et al.,
2011; MACHADO et al., 2003; WANG et al., 2010). A composigao e concentragdo dos
componentes do fruto estao relacionadas, entre outros fatores, ao processo de
extracao utilizado (SEERAM; LEE; HEBER, 2004). H4 um grande numero de trabalhos
qgue tratam do preparo de formulagdes topicas contendo diferentes extratos de roma
com finalidade cicatrizante e antimicrobiana.

A aplicacdo de um gel de carbémero 934 contendo 10% p/p de extrato
metandlico do pericarpo da roma foi avaliada por Murthy et al. (2004). A atividade
cicatrizante foi avaliada mediante medida da contracdo das feridas e pela estimativa
do conteudo de colageno, em termos de conteudo de hidroxiprolina. Os autores
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observaram que houve aceleragao da reparacao tecidual em cerca de 7 dias, quando
comparados aos animais do grupo controle.

O sucesso da administragcdo de uma pomada oleosa, preparada a partir de
parafina e contendo extrato metandlico do pericarpo da roma a 5% p/p, na cicatrizagao
de feridas em porquinhos da india, foi determinada mediante avaliacdo da contracdo
da ferida e avaliagao do periodo de epitelizagdo. Os autores observaram, que ocorreu
cicatrizacao completa das lesées no 20° dia do tratamento, sugerindo a ocorréncia de
cicatrizacao total das lesées (HAYOUNI et al., 2011).

Yan et al. (2013) investigaram o efeito de um gel de carbémero 940 contendo
30% p/p de extrato etandlico de cascas de roma sobre a cicatrizacdo de feridas
induzidas em ratos diabéticos e observaram a ocorréncia do fechamento da ferida nos
animais do grupo tratado. O exame histolégico mostrou a ocorréncia de aumento da
infiltracdo de fibroblastos, produgéo de colageno, vascularizagao e re-epitelizagdo na
area da ferida.

Araujo et al. (2018) avaliaram a eficacia do cha das cascas e do suco da polpa
da roma, administrados topicamente e por gavagem, na prote¢cdo da mucosa oral e na
cicatrizacao de feridas induzidas em ratos. Para tal os autores adminstraram em um
grupo de animais, o cha de roméa (1 g/kg) por gotejamento no local da queimadura,?2
vezes ao dia. Animais de outro grupo receberam o suco de roma (300 mg/kg), por
gavagem. As analises clinicas demonstram que o uso do cha de roma obteve melhor
percentual de contracdo da ferida em relacéo aos outros tratamentos.

Ali et al. (2019) prepararam filmes a base de amido contendo extrato seco de
cascas de roma em diferentes concentracdes, para uso como embalagem bioativa. Os
autores observaram que o aumento na concentragdo do extrato aumentou a inibicao
do crescimento das bactérias pesquisadas. Também foi observado a existéncia de
compatibilidade entre o extrato e a matriz de amido, levando a uma melhora nas
propriedades mecanicas dos filmes de amido, que passaram a apresentar maior
rigidez e resisténcia a tracao e ao impacto.

Apesar de existirem inumeros relatos na literatura acerca da presenca e uso
de formas farmacéuticas convencionais contendo extrato de cascas de roma, ha
poucos trabalhos sobre o preparo e avaliagcdo de coberturas bioativas baseadas em
polimeros contendo extrato de roma.

Filmes preparados a partir de uma blenda polimérica entre amido, colageno e

quitosana e impregnados com extrato aquoso do pericarpo de roma, foram eficientes
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na promogao da proliferacdo de células epiteliais em modelos animais, sem ocorrer
formacdo de tecido cicatricial em excesso. Ainda, os filmes apresentaram acao
antimicrobiana sobre Pseudomonas aeruginosa (AMAL et al., 2015).

Hassanpour et al. (2019) prepararam filmes contendo punicalagina, metabdlito
secundario da roma, e reportaram que os filmes tiveram capacidade anti-inflamatéria
significativa sobre feridas induzidas em ratos. No entanto, uma desvantagem do uso
da punicalagina € a necessidade de purificacdo do extrato bruto de roma. Processos
de fracionamento requerem o uso de solventes orgéanicos, sdo caros, demorados e
promovem grande reducao no rendimento do processo de extragao.

Em um trabalho recente Aboud Zekrya, Abdellatif e Azzazy (2020) relataram o
preparo de filmes eletrofiados baseados em matriz de PVA contendo extrato
metandlico de casca de roma 1, 2 e 2,5% p/p, associado ao mel. A citotoxicidade, a
atividade antimicrobiana e a eficacia cicatrizante dos filmes foram pesquisadas. Os
autores observaram que os filmes se mostraram atoxicos, com atividade
antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e que
induziram o aumento nas porcentagens de fechamento de feridas induzidas em ratos,
em comparagao aos grupos controle. Quando o veneno de abelha a 0,01% p/p foi
incorporado nos filmes, a atividade antibacteriana contra S. aureus e os padroes
histologicos das les6es apresentaram melhora.

Nascimento et al. (2020) prepararam filmes de gelatina e propilenoglicol
contendo extrato aquoso de cascas de roméa a 0,5 e 1% p/p e, avaliaram o processo
cicatricial empregando modelo animal. Os autores observaram que os filmes
promoveram importantes alteragcdes histologicas na dinamica cicatricial, com
modulag&o da resposta inflamatoria, estimulo da contracdo das feridas e aumento da
deposicao de colageno, sugerindo a existéncia de um potencial promissor para uso
dos filmes como coberturas bioativas.

Nos ultimos trés anos, o Grupo de Pesquisa em Saude Humana e Animal vem
se dedicando ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos diversos contendo o
extrato seco total de casca de roma. Bolzan et al. (2020), avaliaram a atividade
antimicrobiana de diferentes extratos vegetais sobre a microbiota oral natural de caes
labradores empregando método in vitro, incluindo o do presente estudo, e concluiram
que o extrato das cascas de roma apresentou atividade promissora na inibicao do
crescimento microbiano. A partir destes resultados, Silva et al. (2020), prepararam

uma orabase contendo o mesmo extrato para uso como adjuvante na higienizagao
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bucal de caes, obtendo sucesso na inibicao do crescimento da microbiota oral natural
do mesmo grupo de caes utilizdo por Bolzan et al. Batista et al. (2020), desenvolveram
um filme eletrofiado a partir do poli(alcool vinilico) (PVA) e do alginato de sédio (AlgNa)
contendo 0 ESTCR a 1,25% p/p para uso como potencial cobertura bioativa. Segundo
os autores, o filme apresentou atividade antimicrobiana sobre cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, podendo ser util no tratamento
de feridas em humanos e animais. Uma vez que os filmes poliméricos se constituem
como uma nova plataforma de liberacado de ingredientes farmacéuticos ativos e que
seu uso vem ganhando atencdo na atualidade no preparo de wound dressings,
justifica-se o interesse em preparar tais sistemas para uso na farmacoterapia

veterinaria, visando contribuir para o manejo de feridas em caes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Produzir filmes poliméricos baseados em blendas entre o poli(alcool vinilico) (PVA),
amido de milho e o poli(acido acrilico) (PAA), contendo extrato seco total das cascas
de Punica granatum (roma) (ESTCR), com vistas ao uso como cobertura bioativa na

farmacoterapia veterinaria.

3.2 Objetivos secundarios

e Definir a concentragao inibitoria minica do extrato seco total de cascas de roma
(ESTCR) sobre cepas de bactérias e fungos;

e Avaliar a citotoxicidade e a inducao da proliferacdo do ESTCR sobre linhagem de

fibroblastos in vitro;

e Preparar filmes com diferentes proporcoes de polimeros e concentracbes do
ESTCR,;

e Escolher a melhor concentracao do extrato em formulagdes de filmes poliméricos
a partir da atividade antimicrobiana;

e Realizar a caracterizagao fisico-quimica dos filmes poliméricos;
e Pesquisar as propriedades de barreira dos filmes poliméricas;

e Estudar, preliminarmente, a biocompatibilidade e a atividade cicatrizante dos
filmes utilizando métodos in vitro;

e Eleger a melhor formulagao;
e Analisar a composicao e a organizagao das cadeias poliméricas no filme eleito;
e Pesquisar a resisténcia mecanica no filme eleito;

e Estudar a atividade antifungica no filme eleito.
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investigated by an in vitro method. Then, the best concentration of the PPE to be used to prepare the films was
researched using an antimicrobial susceptibility test with the disc diffusion method. The microbiological assay
was performed in films prepared by the solvent casting method in the presence of two concentrations of PPE:
1.25% w/v and 2.5% w/v. Films containing the lower PPE concentration showed antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis, with a difference that was not considered statistically
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films without phase separation. Additionally, the PVA:S:PAA:PPE4 film presented barrier properties suitable for
use as a cover. These films, when subjected to the in vitro hemolytic activity assay, were nonhemolytic and
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1. Introduction

Wounds or ulcers are known as interruptions in the continuity of
cutaneous-mucosal tissue, leading to structural and physiological
changes that present with variable extension and depth. Chronic ulcers
present a long healing time, with no tissue repair and no functional
integrity after a treatment period of 12 weeks [1-3]. Immobility, phy-
sical limitations, constant pain and psychological damage are the main
consequences of chronic wounds that may also negatively affect mor-
bidity and mortality rates, causing temporary or permanent in-
capacitation of patients [4,5]. Thus, chronic ulcers constitute a serious
public health problem in Brazil and worldwide, affecting a large
number of patients, contributing to public health costs and interfering
with the quality of life of this population [6].

The period of time involved in the treatment of chronic ulcers
varies, and the type of dressing used in the treatment interferes with the
healing process. In conventional treatments, the steps of removing
covers, wound cleaning, administration of medicines and replacement
of a new cover on the wound should be performed more than once a
day, causing great pain and discomfort to the patient, in addition to
delaying tissue reconstitution. Alternatively, polymer-based wound
dressings can be considered a good choice for the treatment of chronic
ulcers [3,7]. The advancement in the development of polymeric mate-
rials, as well as their use in the preparation of covers, has brought
numerous benefits to the abovementioned pharmacotherapy since it
allows for the preparation of a variety of types of dressings, including
those that act as a drug release system and barrier for physical pro-
tection of the wounds. These dressings, named bioactive wound dres-
sings, favor a decreased number of daily exchanges and enhance the
comfort and the patient's quality of life during treatment [8-10].
Bioactive wound dressings can be prepared in the form of films, foams,
hydrogels or hydrocolloids as a substitution for conventional pharma-
ceutical dosage forms, which are ointments, creams, gels, solutions,
suspensions and powders [11]. The ideal bioactive wound dressings
should protect the site of application, maintain a humid environment at
the interface of the lesion, allow gas exchange with the environment,
remove excess exudates and act as a physical barrier against micro-
organisms into the lesion. Such wound dressings should be prepared
from nontoxic, nonallergenic and nonadherent materials. From a me-
chanical point of view, they must have good resistance and flexibility,
allowing easy application and removal [12-15].

Currently, great attention has been given to the use of medicinal
plants in pharmacotherapy instead of the use of synthetic drugs
[16,17]. Different extracts obtained from the peels and fruits of the
Punica granatum L. trees (pomegranate) are rich in phenolic compounds
(especially ellagic acid and punicalagins), an important source of hy-
drolyzable tannins and ellagitannins, in addition to anthocyanins and
flavonoids, which are metabolites related to numerous pharmacological
activities, with their antimicrobial and healing properties displaying the
greatest interest [3,18-25].

In this context, the present work proposed to develop a new phar-
maceutical dosage form to use in the treatment of wounds: films for use
as a bioactive wound dressing containing PPE that could be used to
avoid microbial proliferation in the lesion and favor re-epithelializa-
tion. The first stage of this work consisted of researching the minimum
inhibitory concentration of PPE by performing in vitro studies. In the
second stage, the more suitable proportion of PPE in the films was
evaluated employing a disc diffusion in vitro method. Then, films con-
taining the better concentration of PPE (1.25 w/v) were submitted to
thermal analysis and other techniques to determine its barrier proper-
ties and the best film formulation. The parameters evaluated were
thickness, wettability, swelling index, mass loss and water vapor per-
meability rate. Finally, the preliminary biocompatibility, cytotoxicity
and healing capacity were determined for this film using in vitro pro-
cedures [27,28]. The films were prepared by the solvent casting
method, following the procedure described by Dutra and coworkers
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(2017) [9] to obtain wound dressings containing papain. Blends con-
taining different proportions of poly(vinyl alcohol), starch and poly
(acrylic acid), polymers that are widely used in the pharmaceutical
area, were used because they are generally recognized as safe (GRAS)
and have their monographs included in the Handbook of Pharmaceu-
tical Excipients. In all formulations, glycerin was used as a plasticizer to
improve the flexibility and extensibility of the films [26]. Associations
between natural and synthetic polymers have been employed in the
preparation of bioactive dressings because their combination adds
many requirements to make the films ideal for their intended use
[8,12].

2. Methods
2.1. Materials

Poly(vinyl alcohol) with an average molecular weight of
85.000-124.000 g mol~! and a high hydrolysis degree (+99%); and
high-purity potato starch and poly(acrylic acid) with a viscosity of
350-700 cP (25 °C), were obtained from Sigma-Aldrich (USA) and used
without further purification. All other reagents used were of the highest
purity and were purchased from Sigma-Aldrich (USA), HiMedia
Laboratories (India) or Synth (Brazil). The hydroalcoholic extracts of
pomegranate peels (PPE) were prepared by percolation, followed by
rotary evaporation and freeze-drying, and were characterized and
provided by the Laboratory of Pharmaceutical Production of UFES.

2.2. Pomegranate peel extract (PPE) analysis

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by
the microdilution method on 96-well polystyrene plates read on an
Elisa reader with a 600 nm filter (Thermo Electron, model Multiskan
Sky, USA). Staphylococcus aureus (ATCC 25.923) and Escherichia coli
(ATCC 25.922) were employed and prepared in specific medium and
standardized to a concentration of 1.5 X 107 CFU/mL. Solutions of
extracts at concentrations of 100, 75, 50, 25, 10, 5, 2.5 and 1.25 mg/mL
were prepared in 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) and sterile Mueller-
Hinton broth. A negative control was performed with the DMSO di-
luent, chlorhexidine 0.12% and bacterial growth and culture medium.
Plates were incubated at 35 °C for 24 h, and the MIC was defined as the
lowest extract concentration capable of inhibiting microbial growth.
The tests were performed in triplicate in the same microplate and in
two different microplates.

2.3. Preparation of the polymeric dispersions and blends

PVA solutions at 5.0% (w/v) were prepared in purified water with
heating between 100 and 120 °C and mechanical stirring (Fisatom,
model 713D, Brazil) at 350 rpm. The 4.0% (w/v) starch dispersion was
prepared at high temperature under mechanical stirring. The PAA gel
was obtained by dispersing the polymer in water at a concentration of
2.5% (w/v), followed by alkalinization to pH 6.5, employing sodium
hydroxide (0.1 M). In all polymer dispersions, glycerin (2.5% w/v) was
added as a plasticizer subsequent to cooling of the samples.

The blends were prepared by mixing different proportions of the
polymer dispersions (% v/v) under magnetic stirring (Fisatom, model
752A, Brazil) for 30 min. The incorporation of PPE (1.25% and 2.25%
w/v) was performed directly in the blends by mechanical stirring for
another 30 min. The qualitative and quantitative compositions of the
blends are given in Table 1.

2.4. Obtention and visual analysis of the films
The films were prepared by the solvent casting technique in which

the polymer dispersion is deposited in a mold and the solvent is eva-
porated. A total of 10.0 mL of each blend was deposited in standardized
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Table 1
Proportion of each component in the polymeric blends.

PVA (5.0% w/v)  Starch (4.0% w/v) PAA (2,5% w/v) PPE

% v/v % w/v

PVA:S:PAA1 75.0 15.0 10.0 -
PVA:S:PAA2 80.0 10.0 10.0 -
PVA:S:PAA3  85.0 5.0 10.0 -
PVA:S:PAA4  75.0 15.0 10.0 1.25
PVA:S:PAA5 80.0 10.0 10.0 1.25
PVA:S:PAA6 85.0 5.0 10.0 1.25
PVA:S:PAA7  75.0 15.0 10.0 2.5
PVA:S:PAA8 80.0 10.0 10.0 2.5
PVA:S:PAA9 85.0 5.0 10.0 2.5

diameter (6.5 cm) Teflon plates, which were exposed to ambient air for
72 h until the solvent was completely evaporated. After drying, the
films were visually evaluated by observing the aspects (domain for-
mation and continuity), ease of removal of the molds (maintenance of
integrity), color and opacity.

2.5. Determination of the optimal extract concentration in the films

To select the best proportion of PPE to be incorporated in the films,
the prepared films were initially submitted to an in vitro assay to de-
termine the antimicrobial susceptibility by the in vitro disc diffusion
method, using lineages of Staphylococcus epidermidis (ATCC 12.228),
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 33.591) and
Escherichia coli (ATCC 25.922). For this experiment, the microorgan-
isms were previously cultured in BHI broth at 35.5 °C for 24 h, and the
concentration of the bacterial suspension was adjusted to 0.5
McFarland scale (1.5 x 10%® CFU/mL) using sterile saline solution
(0.85% NaCl). Freshly prepared Mueller-Hinton agar medium (MHA)
was transferred to the plates, and with the help of a swab, lines were
sown by the sowing technique. Then, film disks (6 mm) containing PPE
at 0.125, 0.25, 1.25 and 2.5% w/v and films without extract (negative
control) were placed on the surface of the plates. Discs containing
ampicillin (positive control) were used as the standard for comparison.
The plates were incubated at 37 °C for 24 h. The diameter of the zone of
inhibition was measured in millimeters (mm). The tests were performed
in triplicate. The results were expressed as the average =+ standard
deviation (SD). Differences between the diameters of the inhibition
zones were compared by employing analysis of variance (ANOVA) and
compared by Tukey's test. A value of p < .05 was considered statis-
tically significant.

2.6. Miscibility and stability of the PPE in films

The miscibility of the blends, as well as the stability of the extract in
the films prepared with 1.25% w/v of the extract, were investigated
using thermal analysis. DSC measurements were performed with Exstar
equipment (model DSC7020, Japan) in aluminum pans under a N at-
mosphere with a flow rate of 50 mL/min and a heating rate of 10 °C/
min. Initially, the sample was heated from 25 and 200 °C, followed by
cooling to 0 °C and reheating to 200 °C. TG/DTG thermograms were
obtained with an Exstar thermobalance (model 7200, Japan), between
25 and 800 °C, under an inert N, atmosphere and a heating rate of
10 °C/min.

2.7. Study of films barrier properties

The films containing 1.25% w/v PPE were subjected to various
techniques to evaluate their barrier properties. First, thickness was
evaluated using a digital micrometer (Mitutoyo, model 293-230,
Brazil). The results were based on 5 measurements, considering 2
randomly selected central points and 3 peripheral points from each
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film. Measurements were performed in triplicate, and the results are
expressed as the average + standard deviation (SD). Then, the swel-
ling index was determined according to a methodology adapted from
Xie et al. [30]. Films with and without extract, with dimensions of
2.0 X 2.0 cm, were initially dried in an oven at 105 °C for mass nor-
malization, and after registering the initial mass, they were placed in a
beaker containing 50.0 mL of PBS buffer solution at room temperature.
After 60 min, the films were collected with tweezers, the excess water
was removed using absorbent paper, and the films were weighed again.
The swelling index (Q%) represents the increase in mass of the films
and was calculated according to Eq. (1), where ms is the weight of the
swollen film and md is the mass of the dry film. Then, the solubility was
determined employing a procedure similar to that described by por
Flores et al. [31]: films with and without extract (2.0 X 2.0 cm) were
dried in an oven at 105 °C for weighed mass normalization, and after
registration of the initial mass, the films were placed in Erlenmeyer
flasks containing 50.0 mL of PBS buffer solution. The vials were kept
with stirring in a reciprocating bath (Marconi, model MA93, Brazil) at
room temperature for 48 h. The solubility index represents the amount
of mass lost (ML%) by each film and was calculated according to Eq.
(2), where mf is the final weight of the film and mi is the initial mass of
the film. Each measurement was performed in triplicate for both the
swelling and solubility tests, and the results are expressed as the
average + standard deviation (SD).

ms — md

Q% = X 100

@

mf — mi

ML% = X 100

(2)
The wettability of the dressings was evaluated by measuring the
contact angle (¢) formed between the PBS buffer solution and the
dressing using the sessile drop method in a GBX instrument (Digidrop-
DI, Ireland) goniometer at 25 * 2 °C. Five microliters of each solution
was deposited onto the surface of each dressing with dimensions of
2.0 cm X 2.0 cm using a microsyringe. The results represent the
average angle between the tangent line and the surface of the films,
referring to the right and left sides of the deposited droplets. Three
consecutive measurements were performed at room temperature using
the Surface Energy mode of the software. The work parameters of ad-
hesion and spreadability were calculated directly. Finally, the perme-
ability to water vapor was determined by measuring the water vapor
transmission rate (WVTR) and the permeability coefficient (PC)
through the films using the E96/E96M-05 (2005) method [32]. One
sample of each film was firmly attached to the top of a glass vial con-
taining 18.0 g of calcium chloride (CaCl,) as a desiccant. A glass vial
was then placed in a climatic chamber (Shel Lab, model HCOR2, USA)
at 25 °C and 35% relative humidity (RH) for 24 h. Changes in the CaCl,
weight were registered at regular time intervals and plotted as a func-
tion of time. The data were analyzed by linear regression, which pro-
vided the linear correlation coefficient (R?) and the equation of a line
(y = ax + b). The water vapor transmission rate (WVTR) was de-
termined according to Eq. (3), and it is given as the relationship be-
tween the film water mass gain as a function of time, where Am is the
mass variation (g), At is the variation in time (days), and A is the sample
area (m?). The tests were performed in triplicate, and the results are
expressed as the average.

Am 1
WVIR = =—— x —
At A 3)

2.8. Study of the biological in vitro properties

The film prepared with 15% v/v starch, which presented adequate
barrier properties for its intended use, was submitted to in vitro studies
for the preliminary evaluation of biocompatibility, cytotoxicity and
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healing activity.

The hemolytic activity of the samples was determined according to
the methodology proposed by Kamoun et al. [29], with modifications.
Films with dimensions of 1.0 X 1.0 cm were inserted into poly-
propylene tubes containing human blood, and 0.125 mL of ACD (acid/
citrate/dextrose) solution was added. The systems were left un-
disturbed for 1 h, and then, 1.0 mL of PBS buffer solution was added to
the tubes containing the samples. After 20 min, the samples were
centrifuged (Centrilab, model 80-2B, Brazil) at 8000 rpm for 10 min.
The supernatant was transferred to a 96-well plate, and the absorbance
was measured in a UV-VIS spectrometer (Hettich, model Mikro 200) at
540 nm. As a negative control, PBS buffer was employed, and as a
positive control, distilled water was used. The test was performed in
triplicate for the films with and without pomegranate extract. The de-
gree of hemolysis was calculated based on Eq. (4), in which Ag is the
absorbance of the film, Ac_ is the absorbance of the negative control,
and Ac, is the absorbance of the positive control. The results are ex-
pressed as the average + standard deviation (SD).

s =4c) 49
(Acy —Ac-) )

With the aim of performing an in vitro healing assay (scratch assay),
1929 cells (murine fibroblast NCTC clone 929) were acquired from the
Rio de Janeiro cell bank and cultivated for cell viability assessment.
Cells were cultured in - Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) in an incubator with
5% CO, saturation and an atmosphere of 37 °C. To verify cell viability,
when the cells reached 90% confluency in culture bottles, they were
seeded at 5 x 10%/well in 96-well plates. Then, the cells were in-
cubated with DMEM plus 0.1% DMSO (basal group), 10% DMSO or
pomegranate peel extract (1-100 pg/mL). Furthermore, 10 pL of 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 5 mg/
mL) was added after 21 h to each well, and 3 h later, 250 pL of each
supernatant was removed and replaced with 100 pL of DMSO. The
absorbance was measured at 570 nm, and cell viability was determined,
considering the media of the basal group as 100%.

The proliferative ability of the fibroblasts exposed to films con-
taining pomegranate peel extract was assessed using the scratch wound
assay, which measures the expansion of a cell population on a surface as
previously described by Balekar et al. with few modifications [33].
After culture, 5 x 10> cells/well were seeded in 24-well plates and
cultured in DMEM/10% FBS overnight. When confluency was verified,
the plate was removed, and artificial wounds were created in the
monolayers by making a linear scratch in the center of each well using
the tip of a sterile 200 pL plastic pipette tip. Cellular debris created from
the scratch was removed by gently washing the wells with phosphate-
buffered saline (PBS). The scratches were then divided into groups and
treated with films containing a low (0.125% w/v) or high (1.25% w/v)
concentration of PPE or film without PPE. DMEM/10% FBS was used as
a basal control. The films were cut into circular shapes of the same size
as the plate wells and placed over the cell culture, simulating the use
recommendation. The plates were then incubated at 37 °C in a humi-
dified incubator with a 5% CO, atmosphere. The plates were evaluated
after 24 and 48 h of incubation to assess the closure of the scratched
area. Micrographs were used to record the wound closure activity,
which was captured under an inverted microscope (Olympus, CK40,
Japan) with magnification of 100 X, and analyzed by ImageJ software.
All experiments were performed in triplicate.

Hemolysis (%) =

3. Results and discussion
3.1. Minimal inhibitory concentration (MIC) determination
In microbiology, the minimum inhibitory concentration (MIC) is the

lowest concentration of a drug that prevents visible growth of a bac-
terium. The growth of the Escherichia coli isolate was inhibited by a
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concentration of 2.5% w/v PPE, while Staphylococcus aureus showed no
growth at the lowest concentration tested (0.125% w/v) [40]. Both the
microorganism strains used in the PPE MIC assay were sensitive to
chlorhexidine 0.12%, showing that the strains were viable and sensible.
The results obtained are in accordance with literature data that show
that extracts of pomegranate peels have a significant inhibitory effect
on gram-positive and gram-negative bacteria, such as Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, and Salmonella typhi, among others
[40-42]. According to Machado and coworkers (2002) [41], the extract
of pomegranate peels prepared in ethyl acetate was effectively inhibited
Staphylococcus aureus at a concentration of 0.25% w/v. Abdollahzadeh
and coworkers [40] found that strains of Staphylococcus epidermidis and
Staphylococcus aureus were sensitive to the pomegranate methanolic
extract at concentrations of 4.0, 8.0 and 12.0 mg/mL. Among bacterial
and fungal cultures selected by Dahham, Tabhassum and Khan [42], the
highest antimicrobial activity for the pomegranate methanolic extract
was observed against Staphylococcus aureus, with inhibition halos of
10.0 to 25.0 mm. The authors attributed this efficacy to the presence of
water-soluble polyphenolic compounds, anthocyanins and hydrolysable
tannins in the extract because these compounds are capable of de-
grading the cell wall, breaking the cytoplasmic membrane, damaging
the microorganism membrane proteins and interfering with enzymes
integrated in the membrane, causing cell death. According to the lit-
erature, the MIC values of pomegranate extracts determined in different
studies vary significantly due to the different extraction methods, the
part of the fruit used and variations in the seasons and regions of
growth.

3.2. Film preparation and preliminary evaluation

Polymers from renewable natural sources have been chosen for
development of materials for use in several areas, especially because of
their low cost and high availability. In the pharmaceutical area, the
biodegradable characteristics of polymers also arouse interest.
However, films based on pure starch present poor properties in relation
to the formation of moisture barriers and rapid dissolution [34]. Such
properties can be manipulated by the formation of blends. PVA is a
versatile polymer, and its main characteristics that can be exploited in
its use as a pharmaceutical excipient are its good chemical and biolo-
gical compatibility, adequate mechanical strength, excellent ability to
form films, control of swelling capacity and the solubility capacity of
the obtained membranes. Many studies report the use of PVA in drug
delivery systems administered by different routes, such as oral, buccal,
topical, transdermal, ophthalmic, intramuscular, intravaginal and pul-
monary routes [35]. Starch, although inexpensive and biodegradable,
has a low capacity to form films and presents rapid dissolution in water,
was chosen to be blended with PVA. PAA was incorporated to improve
the swelling and adhesion capacity of the films since there are nu-
merous reports in the literature about its use as a mucoadhesive
polymer [36,37].

The method proposed for the preparation of the films was based on
molding and evaporation of the solvent since this technique is simple
and fast, enabling large-scale reproduction and providing an aseptic
environment, resulting in sterile films [9]. Visual analysis of the formed
films (Fig. 1) revealed that they were transparent, bright, and free of
domains, a characteristic present in systems where no phase separation
occurs. The films were easily removed from the molds and remained
intact. The addition of extract at concentrations of 1.25 and 2.5% w/v
produced light yellow films, the characteristic color of the extract.

3.3. Determination of the best pomegranate peel extract concentration in the

films

The composition of the skin microbiome shifts markedly during
pathogenic processes, and recent studies have shown that gram-positive
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Fig. 1. Representative images of the films prepared from the PVA:S:PAA blends containing 1.25% w/v extract (A, B and C) and 2.5% w/v extract (D, E and F).

Table 2
Measurement of the inhibition halos (mm) of the films in the in vitro disc dif-
fusion test.

Films Inhibition halos (mm)

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

PVA:S:PAA1 0.00 ( * 0.00) 0.00 ( % 0.00)
PVA:S:PAA2 0.00 ( *= 0.00) 0.00 ( = 0.00)
PVA:S:PAA3 0.00 ( = 0.00) 0.00 ( = 0.00)
PVA:S:PAA:PPE4 20.00 ( = 0.00) 23.00 ( = 0.00)
PVA:S:PAA:PPES 19.67 ( % 0.45) 21.67 ( = 0.45)
PVA:S:PAA:PPE6 18.33 (£ 0.89) 23.33 (+1.78)
PVA:S:PAA:PPE7 20.00 ( = 0.00) 23.67 (= 0.45)
PVA:S:PAA:PPES 20.00 ( = 0.00) 23.67 ( = 0.45)
PVA:S:PAA:PPE9 19.00 ( + 0.00) 23.50 ( = 0.50)

cocci are important etiological agents of these diseases [43]. In terms of
cost and prevalence, one of the most important pathogens is Staphylo-
coccus aureus, which can cause a wide spectrum of infections and fre-
quently develops resistance to antibiotics. Additionally, although S.
epidermidis is generally beneficial to the host, it is also a leading cause of
death and nosocomial infections in premature infants [44]. Based on
this, the disc diffusion method was performed to define the most ap-
propriate concentration of the extract in the films (1.25% w/v and 2.5%
w/v). Three strains were used: Staphylococcus epidermidis, MRSA (me-
thicillin-resistant Staphylococcus aureus) and Escherichia coli. The values
found from the determination of the inhibition halo measurements are
given in Table 2. Fig. 2 shows representative images of the assay for the
investigated strains.

In this test, the inhibition zones observed for ampicillin were in
agreement with the recommended standard for the test (CLSI, 2015)
[39], and the inhibition zones were 10.0 mm for the methicillin-re-
sistant S. aureus (MRSA) strain and 29.0 mm for S epidermidis. For both
lineages, growth inhibition was observed in the presence of the films
containing the extract at the two investigated concentrations. Ac-
cording to ANOVA, no significant difference was observed between the
value of the inhibition zone and the concentration of the extract (S.
aureus - 1.25% w/v and 2.5% w/v, p = .384; S. epidermidis - 1.25% w/v
and 2.5% w/v, p = .107), suggesting that even when the extract con-
centration increased 2-fold, there was no improvement in antimicrobial

activity. The results obtained in the present work are similar to those
found in the literature.

Nema and coworkers [20] prepared ointments containing a me-
thanolic pomegranate extract at concentrations of 10.0% and 15.0%
and found that the formulations had superior capacity to that of a ni-
trofurazone ointment in promoting the contraction of wounds in rats.
Hayouni and coworkers [21] demonstrated that ointments containing
the ethanolic extract of pomegranate peels at 5.0 wt% had satisfactory
effects on wound contraction, re-epithelization time, and biochemical
and histopathological characteristics of induced wounds in pigs. Fleck
et al. [22] prepared hydrogels containing a 2.0% ethanolic extract of
pomegranate and achieved complete closure of wounds that did not
respond to other treatments within a period of 6 weeks. Nasiri and
coworkers [23] compared the ability of creams containing 1.0% silver
sulfadiazine to that of creams containing 5.0% and 10.0% pomegranate
flower extract and observed that the decrease in lesion size after
15 days was greater with the use of the cream containing the extract,
presenting complete closure of the lesion after 25 days. Zam and
coworkers [24] prepared an aqueous extract in which the wound cov-
ering gauze had been soaked into a dispersion of starch gum containing
solely pomegranate peels or peels in association with honey. The sus-
ceptibility of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus strains
was evaluated, and both strains were sensitive to the presence of the
pomegranate extract and its association with honey [25].

Since there was no significant change in the antimicrobial activity
between the studied concentrations, the films prepared in the presence
of 1.25% w/v extract were selected for the next studies.

3.4. Thermal analysis on films containing 1.25% w/v PPE

To evaluate the stability and miscibility of the extract and polymers
in the blends, films containing 1.25% w/v extract were analyzed by
differential scanning calorimetry and thermogravimetry. All the tran-
sitions observed in the DSC curves obtained in the present work oc-
curred at temperatures lower than those reported in the literature for
films prepared from pure PVA with an equivalent molar mass and can
be seen in Table 3.

It can be observed that the values found for T. (the crystallization
temperature during cooling) in the samples studied were lower than
186 °C (the T. value reported for PVA). Jose, Shehzad and Al-Harti,
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Fig. 2. Representative images of the disc diffusion test using E. coli, S. aureus and S. epidermidis strains: positive control — ampicillin (A); film containing PPE at 1.25%

w/v (B); film containing PPE at 0.25% w/v (C); and film without PPE (D).

prepared films from PVA/PAA blends in the proportions of 90:10 and
70:30 and found T, values of 152.1 and 86.0, respectively [45]. The
addition of PAA, as well as glycerin, to PVA films causes a reduction in
PVA crystallinity and contributes to the formation of less perfect crys-
tals, which implies a reduction in the T. values, as observed in the
present work [45-47]. It was also noted that the addition of the extract
to the blends caused a greater decrease in the T. values, except for in
the samples containing 80% v/v PVA (PVA:S:PAA5). However, the
values of T, were reduced in the films obtained from the blends com-
pared to the observed T, values for pure PVA (220 °C). The addition of
the extract promoted a greater reduction in this value, suggesting the
existence of an affinity between the extract components and the poly-
mers. Regarding the glass transition, a single T, value (in the first
heating scan) was found in all investigated samples, which was lower
than those reported for pure PVA (T; = 75 °C) and PAA (Tg = 113 °C).
In the second heating scan, the glass transition completely vanished,
except for in the sample containing the higher proportion of PVA in the
absence of extract (PVA:S:PAA3). This behavior can be related to the
change in the mobility of the polymer chains caused by the existence of
strong interactions between the polymers [45]. The results obtained are
in accordance with the literature and indicate the existence of a certain

Table 3

degree of miscibility between the polymers in the blends. On the other
hand, it is possible to emphasize that the pomegranate extract can be
seen as a complex matrix formed by phenolic compounds, especially
punicalagin, ellagic acid, and anthocyanins, that contain several con-
jugated benzene rings in their structures, and are able to interact with
the —OH groups in the starch and the PVA and with the —COOH groups
in the carbomer [17,25]. The presence of the extract in the blends can
interfere with the organization of the polymer chains, altering the be-
havior of the studied transitions, especially reducing the crystallization
and melting temperatures. Furthermore, the addition of the extracts
may favor the appearance of different crystalline morphologies; for
example, causing the appearance of a second T. and a second T, in some
samples. Oliveira et al. prepared PVA wound dressings containing
propolis and observed the occurrence of changes in the crystallization
in the PVA hydrogels due to the presence of the extract [48]. The DSC
curves obtained for the pure films and the films containing extracts are
given in Figs. 3 and 4, respectively.

Analysis of the thermograms of the raw materials (Fig. 5) indicates
the presence of events associated with water loss at temperatures be-
tween 20 and 120 °C since all of the raw materials are highly hydro-
philic and tend to adsorb moisture from the environment, which is

Thermal events obtained from the DSC curves of the heating and cooling of the samples under a N, atmosphere (flow rate of 50 mL/min, heating rate of 10 °C/min).

Films First heating Cooling Second heating
Ty (°C) T (CC) AH,,, (mJ/mg) T. Q) Ay (mJ/mg) Ty (°C) Tm (°C) AH,, (mJ/mg)

PVA:S:PAA1 59.0 184.0 - 157.5; 163.0 —-20.5 - 182.8 20.3
PVA:S:PAA2 55.4 178.9 - 153.0; 163.0 -20.7 62.0 186.2 20.2
PVA:S:PAA3 66.2 177.0 32.0 152.0 -16.7 60.0; 126.0 191.0 14.7
PVA:S:PAA:PPE4 - 170.0 - 125.8; 150.0 —-9.8 - 173.7 7.9
PVA:S:PAA:PPE5 54.0 190.7 21.0 152.0 —-15.0 - 188.0 19.1
PVA:S:PAA:PPE6 60.8 174.0 - 125.9; 147.6 -8.7 - 172.4 8.4
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Fig. 3. DSC curves for the first heating scan (A), cooling (B) and second heating scan (C) for the films without extract under a N, atmosphere (flow rate 50 mL/min,

heating rate 10 °C/min).
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Fig. 4. DSC curves for the first heating scan (A), cooling (B) and second heating scan (C) for the films with PPE under a N, atmosphere (flow rate 50 mL/min, heating

rate 10 °C/min).

consistent with the literature.

The DTG curve of corn starch presents a thermal degradation event
at a maximum temperature close to 316 °C, which is associated with
breaking of the starch structure with CO and CO, elimination, and the
formation of carbonaceous residues, with a mass loss of approximately
69% [49]. In the case of PVA, in addition to water loss, two other
thermal degradation events can be observed. The first occurred be-
tween 190 and 300 °C (Tpeak near at 262.5 °C) and corresponded to the
elimination of low molar mass carbon-based molecules due to breakage
of the polymer carbon-carbon backbone together with the elimination

of hydroxyl groups from dehydration reactions. The second thermal
degradation event appeared at higher temperatures (Tpeak near
444.4 °C) and can be attributed to the thermal decomposition of high
molar mass polyenes derived from the first stage of thermal degrada-
tion. Two decomposition processes have been reported for PVA in the
literature [50,51]: the first near 270 °C and the second in the range of
430 to 565 °C, accompanied by mass losses of 42% and 90%, respec-
tively. The mass losses observed in the present experiment were 64%
and 17.4%, respectively. Similar behavior was observed for PAA: at the
maximum temperature of 297.4 °C, a mass loss of 23.6% was found, and

T T ¥ i ' . .
180 | . 5[,2‘:‘ Pomegranate
126 | U \ 4443 j
sl K/\ 4
1 1 1 - L I 4
100 —— Starch . 1 L L . o
" P - 2974 4257 PAA ]
e PAA 240 ]
601 ———— Pomegranate| i \ ]
T o - ]
] S 240 [ )
& 60 0 ‘
% 1 9 -480 1 N 1 L 1 = L - L 3
g o] B il 2625 PVA
g - )}
£ 4 780 |- {\ ]
] |
2 390 |- | ]
J 4444 1
20 of L— ]
e ) )
10 4 :
L 31rs.4 Starch
0 r T T T T T T T f
0 100 200 300 400 500 600 700 800 eor { “
Temperature (°C i ]
p (°C) 517 /\ ]
of SN !
1 1 1 . -
0 200 400 600 800

Temperature (°C)

Fig. 5. TG/DTG thermograms for the pure materials obtained in a N, atmosphere between 25 and 800 °C (heating rate: 10 °C/min).
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Fig. 6. TG/DTG thermograms for the films without extract obtained in a N, atmosphere between 25 and 800 °C (heating rate: 10 °C/min).

at 425.7 °C, a loss of 52% was observed. For PAA, in addition to water
loss, two other events have been reported between 150 and 415 °C
(related to the elimination of acrylic acid moieties) and between 415
and 558 °C (due to the degradation of the main carbon-carbon back-
bone), with mass losses of approximately 12% and 28%, respectively
[45].

Numerous events were observed in the thermograms of the pure
extract with peak temperatures between 100 and 200 °C, associated
with the loss of approximately 12% of the mass in water and in the low
molar mass components of the extract. Other losses were identified at
temperatures of approximately 229 °C (approximately 15% mass loss)
and 444 °C (24.2%), which were probably related to the loss of organic
material and thermal decomposition of the components of the extract.
No data were found in the literature on the thermal decomposition of
hydroalcoholic extracts of pomegranate peels. The thermograms of the
pure films and films containing the extract are given in Figs. 6 and 7,
respectively.

Four thermal events related to the loss of mass can be observed in
the thermograms of all the films, in contrast to those observed for the
pure raw materials. In addition to the first event related to water loss at
temperatures between 50 and 120 °C, 3 other thermal events were
observed in all films: 25.9% (Tpeak at approximately 211 °C), 47.7%
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(Tpeax at approximately 263 °C) and 9.3% (Tpeak at approximately
439 °C) for films containing 75% v/v PVA (PVA:S:PAA1); 23% (Tpeax at
206 °C), 54.6% (Tpeak at 258 °C) and 8.7% (Tpeak at 431 °C) for films
containing 80% v/v PVA (PVA:S:PAA2); and 28.1% (Tpeax at approxi-
mately 205 °C), 45% (Tpeak at approximately 256 °C) and 9% (Tpeax at
approximately 439 °C) for the films containing 85% v/v PVA
(PVA:S:PAA3). The thermal degradation event at approximately 205 °C
for each film can be associated with the thermal decomposition of
glycerin. The event at approximately 260 °C is due to the thermal de-
gradation of the PVA backbone, and the thermal degradation event at
approximately 430 °C can be associated with the elimination of high
molar mass carbon-based molecules that remained after the degrada-
tion of the polymers in the second stage. For the films prepared from
blends loaded with extract (Fig. 6), the following mass losses were
observed: 20% (Tpeak at approximately 199 °C), 38.1% (Tpeak at ap-
proximately 329.4 °C) and 17.7% (Tpeak at approximately 427.5 °C) for
films containing 75% v/v PVA (PVA:S:PAA:PPE4); 37.4% (Tpeak at ap-
proximately 213 °C), 32.7% (Tpeax at approximately 342 °C) and 37%
(Tpeax at approximately 428 °C) for films containing 80% v/v PVA
(PVA:S:PAA:PPE5); and 24.1% (Tpeax at approximately 206.7 °C),
33.5% (Tpeak at approximately 342 °C) and 17.7% (Tpear at approxi-
mately 429 °C) for films containing 85% v/v PVA (PVA:S:PAA:PPEG6).
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Fig. 7. TG/DTG thermograms for films containing PPE obtained in a N, atmosphere between 25 and 800 °C (heating rate: 10 °C/min).
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The wide thermal degradation event centered at approximately 210 °C
can be related to a combination of the degradation of glycerin and the
extract. The thermal degradation event from 250 °C to 400 °C comprises
the decomposition of the backbone of the polymers and the components
of the extract, while the thermal degradation event centered at 430 °C
can be related to high molar mass residue from the thermal degradation
of both the polymers and the extract.

From analysis of the data, it is possible to observe that changes
occurred in the thermograms of the films prepared in the presence of
extract, with polymer thermal decomposition temperature shifts to
higher values (between 300 and 350 °C), along with broader peaks and
a reduction in mass loss during this stage. The inclusion of extract in the
blends may have favored the interactions between the polymers, an-
choring the polymer chains through the aromatic groups and providing
greater stability for the films, which began to undergo degradation at
higher temperatures. These observations corroborate the results found
from the DSC curves. The evaluation of the results found from the
thermal analysis allows one to conclude that the formed blends were
miscible and that the addition of the extract favored blend stability.
Visual analysis of the films (Fig. 1) showed the absence of phase se-
paration and domain formation in all samples, as well as the main-
tenance of integrity and continuity, which contributes to the manip-
ulation and functionality as a barrier.

3.5. Study of barrier properties of films containing 1.25% w/v of PPE

Commercially available wound dressings are prepared from film-
forming polymers, hydrocolloid-forming polymers or hydrogel-forming
agents. According to the type of polymer used, thin or thick films can be
obtained with varying degrees of the absorption of exudates, trans-
parency or opacity, adhesive or nonadhesive capacity and semiperme-
able or permeable properties [11]. An important parameter to be con-
sidered for the success of the use of polymeric films in the preparation
of bioactive wound dressings is their behavior against exudates since
this will determine the success of the adhesion of the dressing as well as
the residence time of the material at the application site, re-epithelia-
lization, mechanical resistance and the release of the drug contained
therein [14]. In this sense, the functionality of the wound dressings is
governed by its hydrophilicity, degree of swelling, solubilization,
thickness and water vapor permeability [49,51-53]. The values ob-
tained from the film surface wettability test with PBS are given in
Table 4.

Hydrophilicity is an important factor for surface interactions, in-
cluding those that occur with biological components. Due to their
nature, hydrophilic films have emerged as good candidates for the de-
velopment of bioactive wound dressings [52,55,56]. To determine the
degree of hydrophilicity of a given surface, the contact angle (¢) be-
tween water or buffer solutions and a material is most often measured.
Spreadability (S) and adhesion work (W) are also parameters that in-
dicate the affinity of films for liquids: larger adhesion works and,
consequently, greater spreadability are seen on more hydrophilic

Table 4
Angle of contact, adhesion work and spreadability of the PBS solution on films
prepared from pure blends and blends containing 1.25% w/v pomegranate peel
extract.

Sample 0 (degrees) Adhesion work Spreadability (mN/
(10 s) (mN/M) m)

PVA:S:PAA1 76.35 (= 0.63)  89.99 (+ 0.78) —55.60 ( + 0.78)

PVA:S:PAA2 80.23 (= 7.92) 85.10 ( + 9.85) —60.50 ( + 9.85)

PVA:S:PAA3 88.91 73.02 ( + 20.50) —72.53 ( * 20.50)
(%= 17.05)

PVA:S:PAA:PPE4  24.22 ( = 4.19) 139.01 ( = 2.24) —6.60 (= 2.24)

PVA:S:PAA:PPE5  42.06 ( * 3.88)  126.33 ( + 3.79) —19.26 ( * 3.79)

PVA:S:PAA:PPE6  40.33 ( +£5.02) 128.18 ( = 4.16) —17.41 ( = 4.16)
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surfaces. When the liquid is water, the wettability is characterized as
hydrophilicity [57]. According to the literature, epithelial cells are
more prone to adhesion and proliferation phenomena in the presence of
moderately hydrophilic substrates whose contact angle is between 30°
and 90° than in hydrophobic (¢ = 90°) or very hydrophilic substrates
(¢ < 30°) [54,55,58,59].

Analysis of the results indicated that all films were moderately hy-
drophilic and that only the film containing the highest proportion of
starch (15% v/v) in the presence of extract (PVA:S:PAA:PPE4) was to-
tally wetted by buffer. In the films prepared from blends with lower
starch proportions, the higher ¢ and lower hydrophilicity can be jus-
tified by the presence of fewer free OH groups on the surface, reducing
the formation of hydrogen bonds. The addition of the PPE promoted a
reduction in the ¢ value and an increase in hydrophilicity, probably due
to the modifications in the organization of the polymer chains and the
presence of free hydrophilic groups, as reported by Lin et al. [60], who
prepared PVA films at 10.0% w/v Bletilla striata extract (5.0% w/v).

It was observed that films with pomegranate peel extract showed
higher thickness compared to films without extract (Table 5). The data
obtained from the thermal analysis of the present work indicated the
existence of strong interactions between the polymers and the compo-
nents of the extract, and the incorporation of the extract also promoted
an increase in the thickness of the films, probably due to the large
volume of functional groups that compose the extract. Gaikwad, Lee
and Lee [61] suggested that the compaction and ordering in the PVA
films were altered by the addition of apple bagasse, which increased the
thickness of the obtained edible films. Thickness is considered a de-
terminant parameter in the functionality of a barrier and can influence
the results of swelling, solubility and water vapor permeability tests
[49,61-63].

The ability of dressings to absorb exudates is another important
parameter to be studied since the rehydration of the necrotic tissues in
the wound and the debridement of necrotic tissue with spontaneous re-
epithelization are favored by the promotion of fibroblast proliferation
and the migration of keratinocytes as a result of fluid sorption [58-60].
The values obtained from the swelling and solubility tests are given in
Table 5. As seen from the hydrophilicity analysis, the presence of higher
amounts of starch in the same samples produced films that were more
wettable than the others. After 1 h of immersion in PBS solution, the
PVA:S:PAA1 and PVA:S:PAA:PPE4 films presented the highest values of
%Q (approximately 115.5% and 126%, respectively). The presence of a
greater number of —OH groups on the surface of the films from the
starch and their availability to make hydrogen bonds with water ap-
pears to positively affect both the hydrophilicity and swelling. Trinath
and coworkers, when preparing films from PVA/starch blends, obtained
maximum swelling values from samples prepared with 30% of the
natural polymer. According to the authors, the lowest observed values
of %Q were observed in the films containing the drug, which can be
explained by the interference between the polymers from the drug,
leading to the formation of networks less expandable and with a lower
capacity to capture the solvent [62]. Similar results were observed in
the present work for the films containing extract and a lower content of
starch, because the lowest values of %Q were observed for the
PVA:S:PAAS5 and PVA:S:PAA6 films.

In the solubility evaluation, the highest values of mass loss after
48 h of contact with PBS buffer at 35 °C were obtained for the films
containing the extract, with a %ML variation between 38.0 and 43.0%.
Despite promoting a greater interaction between the polymer chains,
addition of the extract can also contribute to an increase in the surface
hydrophilicity of the films, favoring contact with aqueous medium;
since the films are water soluble, dissociation from the polymer chains
with a loss of mass may have been favored after a long contact time
(48 h) with the dissolution medium. Control of the hydrophilicity and
the dissolution rate of the films are the main factors involved in the
preparation of blends between PVA and natural polymers such as starch
[63[64]]. However, it should be noted that all investigated films
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Table 5
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Swelling index (Q%), solubility (ML%), thickness, slope of the linear regression line of the sample weight vs time graph and rate of water vapor transmission (WVTR).

Sample Thickness (mm) Q (%) (60 min) ML (%) (48 h) Slope (Am/t) (g/h) WVTR (gm~%d~ 1)
PVA:S:PAA1 0.0674 ( = 0.0059) 115.90 ( = 30.00) —25.20 (£ 3.91) 0.0328 1601.83 ( = 450.76)
PVA:S:PAA2 0.0688 ( + 0.0007) 97.76 ( + 26.17) —28.10 ( + 9.80) 0.0309 1509.16 ( + 79.21)
PVA:S:PAA3 0.0620 ( = 0.0084) 91.24 ( *+ 41.25) —29.98 (*6.77) 0.0317 1549.90 ( + 103.10)
PVA:S:PAA:PPE4 0.0990 ( = 0.0187) 125.48 ( = 45.70) —38.24 (£ 3.42) 0.0314 1535.64 ( = 178.58)
PVA:S:PAA:PPES 0.0918 ( = 0.0162) 76.71 ( + 90.38) —42.81 ( + 3.06) 0.0290 1415.48 ( + 53.96)
PVA:S:PAA:PPE6 0.0896 ( + 0.0105) 73.60 ( *+ 41.58) —38.58 (*2.34) 0.0293 1431.77 ( + 31.68)

remained intact during the swelling and solubility tests, which are
characteristics that are required for use as dressings. It is important to
state that in the solubility evaluation, unlike the conditions used to
perform the swelling test, the films remained in contact with the
medium for an extended period of time.

Regarding hydration of the wound, both the retention and excessive
loss of fluid can result in poor tissue healing. Therefore, a delicate
moisture balance is required. Therefore, the production of a semi-
permeable dressing is highly desirable [27,28,65-67]. Visscher et al.
[69] reported the observed effects of semipermeable films on the rate of
water vapor transmission in human skin after the induction of stan-
dardized wounds. Wounds treated with semipermeable films presented
faster healing than wounds under complete occlusion. Bioactive wound
dressings should control the loss of water from the wound site by
evaporation at an ideal rate [70,71]. Thus, knowledge of the water
vapor transmission rate (WVTR) is an essential step in the development
of bioactive films for use as wound dressings. Among the various
available methods for the measurement of water vapor transmission,
gravimetric methods are the most commonly used due to their simpli-
city. For this technique, the mass gain of a desiccant agent is de-
termined after permeation of the water vapor through the film under
investigation [27]. Films with greater wettability and swelling capacity
are expected to capture a higher water vapor content, transferring it to
the medium and saturating it [52,68,69].

Several authors have studied the permeability of both normal skin
and skin with lesions and burns to water. For normal skin, the eva-
porative water loss is approximately 204.0 + 12.0 gm~>d ™' at room
temperature. For first and second degree burns, these values are ap-
proximately 278.4 + 26.4 and 4274.4 = 132.0 gm~2d ™!, respec-
tively. WVTR data for commercialized dressings are also available, with
values ranging from 139.0 to 10,973.0 gm~2d ™! [68,70,71]. In the
present work, permeability values between 1415 and 1602 gm ™~ 2d ™!
were obtained, with the lowest rates found for the thicker films, which
was expected. The reduction in WVTR values for the PPE-containing
films was small compared to the WVTR values for films without extract.
However, the results were consistent with the literature and what was
expected for films intended for use as coverings. Similar results were
observed by Hu et al. [52] and Galdeano et al. [65], who obtained
WVTR values that increased according to the thickness of the evaluated
film. For Yannas and Burke, an adequate WVTR value for a wound
dressing is approximately 1200 g-m>d~* [72].

Based on our results, the WVTR values obtained were higher than
the WVTR values attributed to normal skin as well as the WVTR values
of commercial wound dressings such as  Tegaderm®
(491 + 44 gm~2d™ 1Y), Bioclusive® (394 * 12 gm 2d™ 1) and
OpSite® (792 =+ g~m_2~d_1) [10]. According to Fick's law, perme-
ability is inversely proportional to film thickness. However, deviations
in the law occur because of several factors, such as the thickness and
porosity of the layer under study, the orientation of the polymer chains
and the hydrophilicity, in addition to the type and conditions of the
tests (temperature, pressure, relative humidity and air velocity)
[70,71].

As can be observed in Fig. 8, the films without PPE showed an in-
crease in the amount of water vapor captured by the adsorbent in the
first 12 h of the test, with the highest value obtained for the
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Fig. 8. Capture of water vapor (in %) by the adsorbent after 48 h in a climatic
chamber with a RH of 35% and a temperature of 25 °C.

PVA:S:PAA2 film, which may be due to the greater thickness of the film.
For the films containing the extract, the highest WVTR value was ob-
served for the film PVA:S:PAA:4, which may be due to the higher hy-
drophilicity, thickness and swelling capacity observed, and probably
due to the higher content of starch in the blend (15% v/v). These
findings are in agreement with the highest values of WVTR found for
the films containing the extract (Table 4).

3.6. Film biocompatibility, cytotoxicity and in vitro healing activity

Hemolysis tests are used to preliminarily evaluate the biocompat-
ibility of the obtained films. According to Pal, Bhantia and Majundhar
[38], materials whose hemolysis degree is < 5.0% can be considered
highly blood-compatible, which is indicative of biocompatibility. The
authors prepared films consisting of PVA and gelatin and obtained a
hemolysis degree below 5.05. In the present work, the hemolysis in-
dexes of the films containing 15% v/v pure starch (PVA:S:PAA1) and
that in the presence of 1.25% w/v PPE (PVA:S:PAA:PPE4) were calcu-
lated, and the values found were 1.9% ( = 1.61%) and 3.0% ( = 0.6%),
respectively. The addition of extract in the films caused an increase in
the hemolysis index value, although both films can be considered non-
hemolytic.

Furthermore, the exposure of L929 cells to the pure pomegranate
peel extract caused no toxicity. At low concentrations (1, 3 and 10 pg/
mL), the cell viabilities were 93.46%, 95.27% and 96.35%, respec-
tively. Higher concentrations (30 and 100 pg/mL) stimulated cell pro-
liferation, increasing the viability to 109.59% and 139.10%, respec-
tively. In contrast, DMSO reduced the cell viability to 36.77% (Fig. 9).
The 1929 cell line is a mouse fibroblast cell line, which is recommended
by ISO 10993-5 for cytotoxicity tests [73]. In accordance with Pa-
nichayupakaranan et al. [74], a cell viability value above 80% in the
MTT assay is related to the absence of cytotoxicity. These results cor-
roborate the hypothesis that PPE could be useful for wound healing.
This hypothesis was then evaluated in this work using films containing
PPE extract.

In the wound healing process, cell migration provokes wound con-
traction, and this step is very important to trigger the later curing
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Fig. 9. Effects of pomegranate peel extract on L929 cell viability. The results
are expressed as the mean *= S.E.M. from triplicate experiments. Statistical
comparison was performed using analysis of variance (one-way ANOVA) fol-
lowed by Dunnett's test. *p < .05 compared to the basal group.

stages; thus, cell migration is a key event in this process. Therefore,
investigating dermal fibroblast migration after exposure to the drug
formulations is an important step in developing new therapies for
wound healing [75]. The scratch assay is an easy, low-cost and well-
developed method to measure cell migration in vitro [76]. The assay
consists of a cell monolayer developed in a cell culture plate that uses
mechanical friction and subsequent exposition to test a drug formula-
tion. This test presents the advantages of avoiding animal trials and
simultaneously obtaining reliable results; therefore, its use as an al-
ternative method for evaluating the wound healing potential of new
formulations is increasing [34,75,76].

The scratch assay method using the L929 dermal fibroblast cell line
has been used to evaluate the in vitro wound closure effects. In this
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study, the treatment of scratches to L929 cell monolayers with films
containing PPE extract at concentrations of 0.125% and 1.25% reduced
the scratch open area by 51.07% and 96.87%, respectively, after 48 h.
The results were significant compared to the scratches treated with
films without PPE and the basal control. Notably, there was a sig-
nificant difference between the films containing lower and higher PPE
concentrations (Fig. 10). According to the literature, the greater total
phenolic, flavonoid and anthocyanin contents in pomegranate peel
extract are responsible for the observed antioxidant activity, helping in
the wound healing process [18,20-25].

4. Conclusions

Interest in the preparation of new pharmaceutical dosage forms,
including temporary bioactive wound dressings containing natural
compounds, has been gaining prominence. By employing the solvent
casting method, it was possible to prepare PVA/starch/PAA films con-
taining 1.25% w/v pomegranate peel extract that showed nonhemolytic
activity and antimicrobial activity against Staphylococcus epidermidis
and Staphylococcus aureus, with zones of inhibition > 18 mm. The ad-
dition of extract apparently favored interactions between the polymer
chains, contributing to the miscibility and the stability of the system
and allowing for the production of films without phase separation that
were free of segregated domains with continuity and integrity. Analysis
of the results showed that incorporation of a higher proportion of starch
in the blend (15% v/v) yielded smooth, transparent, and domain-free
films without phase separation. This film was hydrophilic, with high
thickness and a swelling capacity and water vapor transmission rate
considered suitable for the intended use. No toxicity was observed from
the extract at the concentrations studied. In vitro wound healing tests
showed that films containing 1.25% w/v PPE were efficient in reducing
the scratch open area, with this effect more pronounced in films con-
taining higher concentrations of the extract, which were able to pro-
voke almost complete closing of the scratches in 48 h. These results
suggest that this system offers an alternative material with potential

Fig. 10. Effects of the film with or without pomegranate
peel extract on cell migration in the in vitro scratch assay.
Basal has no treatment. The results represent the
mean * S.EM. in triplicate experiments. Statistical
comparison was performed using analysis of variance
(two-way ANOVA) followed by Bonferroni's test.
**%p < .001 and **p < .01 compared to basal; a
p < .001 compared to the film without PPE. Panel A:
Images captured at 100 X magnification at 0 and 48 h
after incubation with different treatments. Panel B:
Graphic representation of the rate of migration by
quantifying the total distance that the cells moved from
the edge of the scratch toward the center.

Film with 1.25%
PPE

+ Film without P. granatum (PPE)
Filmwith PPE 0.125%
Film with PPE 1.25%
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applications as temporary bioactive dressings for wound healing
treatment.
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Resumo

Filmes poliméricos contendo extrato de roma podem atuar como coberturas bioativas
para o tratamento de feridas. O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a
composicdo, a resisténcia mecéanica e a atividade antifingica in vitro de um filme
polimérico preparado a partir da blenda poli(alcool vinilico), amido de milho e
poli(acido acrilico) na razdo 75:15:10 (PVA/amido/PAA), contendo 1,25% p/p de
extrato seco bruto total das cascas de roma. A microestrutura do filme foi avaliada
empregando a técnica de microscopia eletrénica de varredura (SEM). A composicao,
foi estudada por FTIR, enquanto a técnica de difracdo de raios X (DRX) foi utilizada
para pesquisar a organizacao cristalina. Ja a resisténcia mecanica do filme foi avaliada
por ensaios de tracdo. Por fim, a existéncia de atividade antifungica foi pesquisada
por método de disco-difusdo sobre cepa de Candida albicans (ATCC 24.433), ap6és
confirmagéo da concentragao inibitéria minima sobre a mesma linhagem do fungo. A
incorporacao de 1,25% p/p do extrato no filme PVA/amido/PAA originou filmes lisos,
transparentes, brilhantes e de coloracdo amarelo-clara. A analise microestrutural por
SEM mostrou a presenca de descontinuidade no filme com extrato, o que pode
explicar a redugdo nos parametros de resisténcia mecanica do mesmo quando
comparado ao filme sem extrato. Contudo, cabe destacar que 0 mesmo se mostrou
flexivel, maleavel e resistente a0 manuseio, o que é desejavel para 0 uso como
cobertura bioativa. Os espectros FTIR indicaram a ocorréncia de interacdes
intermoleculares entre o0 extrato e o0s polimeros, sem, contudo, haver
comprometimento da estabilidade e da funcionalidade do produto. O perfil
difratdbmetrico do filme com extrato também se mostrou alterado quando comparado
ao do filme puro. Finalmente, o flme com extrato apresentou atividade antifingica
sobre cepas de Candida albicans, sugerindo que o mesmo é potencialmente Gtil para

0 USO como cobertura bioativa, corroborando achados anteriores.
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Palavras-chave: Punica granatum, filme polimérico, atividade antifingica, Candida

albicans.

1. INTRODUCAO

Feridas cutaneas sao caracterizadas como interrupcdes da pele provenientes de
causas variadas, tais como traumas fisicos, mecanicos, quimicos ou biologicos,
podendo abranger, por vezes, além da pele, o tecido subcutadneo, musculos, tenddes
e ossos (1,2). O tratamento de lesbes, especialmente daquelas consideradas
cronicas, € demorado, caro e doloroso, requerendo por vezes o uso de medicamentos
que precisam ser aplicados e removidos diariamente, seguido da colocagdo de
coberturas fisicas sobre as areas lesionadas (3). Intervengdes cirlrgicas podem ser
necessarias para completa regeneracao tecidual (3). Usualmente, as lesGes cutaneas
sao recobertas com gaze, a fim de impedir a ocorréncia de contaminacao microbiana
(4,5).

Na atualidade, alternativas terapéuticas para o tratamento das lesdes cutaneas vém
sendo pesquisadas e, uma tendéncia, é o uso de coberturas bioativas (6-9). Uma
cobertura é definida como um material ou dispostivo que tem a finalidade de proteger
o leito de feridas; adsorver e drenar secrecoes exsudativas; e, controlar a troca de
umidade com o microambiente, permitindo que as feridas se mantenham Umidas,
mas, sem maceracgao por excesso de fluidos (10). As coberturas ditas bioativas, além
de desempenhar tais funcdes, atuam como sistemas de liberacdo de farmacos,

otimizando a cicatrizagéo e favorecendo a regeneragéo tecidual (11,12).

Outra tendéncia na atualidade é a busca por compostos bioativos para a substituicao
do uso de farmacos sintéticos na farmacoterapia, inclusive para o tratamento de
feridas. Plantas medicinais ricas em metabdlitos priméarios e secundarios com acéo
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, hemostatica e debridante,
principalmente, sdo as mais interessantes para 0 Uso em processos de regeneragao
tecidual (13,14). Entre as plantas medicinais de interesse como cicatrizante, a
romazeira merece destaque. Conhecida como Punica granatum Linn, a romazeira, €
uma planta arbustiva, pertencente a familia Punicaceae, sendo sua monografia

incluida na Relag&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema unico de
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Saude do Brasil (RENISUS) (15). Diferentes tipos de extratos obtidos a partir das
cascas da romazeira sao ricos em compostos fendlicos, fontes importantes de taninos
hidrolisaveis, elagitaninos e &cido elagico, além de antocianinas e flavonoides,
metabdlitos relacionados a inUmeras atividades farmacoldgicas, sendo a

antimicrobiana e a cicatrizante as de maior interesse (15-21).

Ha uma escassez na literatura acerca do preparo e caracterizacdo de filmes
poliméricos para uso como coberturas bioativas baseados em extratos de roma. Amal
et al. (22) relatam que filmes poliméricos preparados a partir de uma blenda entre
amido, colageno e quitosana, nos quais foi incorporado extrato aquoso do pericarpo
de roma por impregnacgédo, foram eficientes na promog¢é&o da proliferacdo de células
epiteliais em modelos animais, sem ocorrer formagao de tecido cicatricial em excesso.
Ainda, os filmes apresentaram acao antimicrobiana sobre Pseudomonas aeruginosa.
Hassanpour et al. (23) prepararam filmes contendo punicalagina - metabdlito
secundario do roma e, reportaram que os filmes tiveram capacidade anti-inflamatéria
significativa sobre feridas induzidas em ratos. Em um trabalho recente Zekrya,
Abdellatif e Azzazy (24) relataram o preparo de filmes eletrofiados baseados em matriz
de PVA contendo extrato metandlico de casca de roma 1, 2 e 2,5% p/p, associado ao
mel. Os autores observaram que os filmes se mostraram atdxicos, com atividade
antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e, que
induziram o0 aumento nas porcentagens de fechamento de feridas induzidas em ratos.
Nascimento et al. (25) prepararam filmes de gelatina e propilenoglicol contendo extrato
aguoso de cascas de roma a 0,5 e 1% p/p e, avaliaram o processo cicatricial
empregando modelo animal. Os autores observaram que os filmes promoveram
importantes alteragfes histologicas na dindmica cicatricial, com modulagdo da
resposta inflamatoria, estimulo da contracéo das feridas e aumento da deposicdo de
colageno, sugerindo a existéncia de um potencial promissor para uso dos filmes como
coberturas bioativas. Batista et al. (26), obtiveram um filme preparado a partir da
blenda PVA/alginato de sodio por eletrofiacdo, contendo o extrato etandlico total de
cascas de roma a 1,25% p/p para uso como potencial cobertura bioativa. Segundo os
autores, o filme apresentou atividade antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis epidermidis e Candida albicans, podendo ser util
no tratamento de feridas, por evitar a contaminagcédo microbiana no leito das feridas.

Costa et al. (7) observaram que o filme contendo os polimeros na proporgéo 75:10:15
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(PVA/amido/PAA) acrescido de 1,25 % p/p de extrato seco bruto de casca de roma
apresentou propriedades de barreira adequadas ao uso pretendido; se mostrou nao
citotdxico sobre a linhagem de fibroblastos; mostrou atividade antimicrobiana sobre as
cepas de Gram-positivas pesquisadas; foi biocompativel; e, modulou positivamente a

proliferacéo celular in vitro.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a composicdo, a
estabilidade, a resisténcia mecénica e a atividade antifungica do filme baseado na
blenda polimérica de poli(acido vinilico), amido e poli(acido acrilico) na proporgéo
75:15:10, contendo 1,25 % p/p de extrato seco total da casca de roma, preparado por

Costa et. al (7), a fim de confirmar a viabilidade do seu uso como cobertura bioativa.

2. Material e Métodos

Materiais

Poli(alcool vinilico) (PVA; massa molar média 85.000 - 124.000 g.mol*; grau de
hidrolise de +99%); amido de milho (alta purificacdo); poli(acido acrilico) (PAA)
(viscosidade 350 a 700 cP; 25° C), foram adquidos da empresa Sigma-Aldrich (USA)
e foram utilizados sem purificacdo prévia. O extrato seco total de cascas de roma
(ESTCR) obtido em etanol e seco por liofilizacdo foi preparado no Laboratério de
Producdo Farmacéutica da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), campus
de Alegre (Brasil), mediante confirmacdo de identidade depdsito de espécime no
Herbario da UFES (VIES34873), localizado em Jerdnimo Monteiro (Espirito Santo,
Alegre, Brasil).

Preparo do filme pelo método de moldagem e evaporacéo de solvente

Uma solugcéo de PVA a 5% p/p foi preparada em agua purificada sob agquecimento a
100° C e agitagcdo mecanica (500 a 750 rpm). A dispersdo de amido a 4% p/p foi
preparada por gelatinizacdo do amido, com agitacdo mecanica lenta (300 a 450 rpm),
a 85° C. Em ambos os procedimentos foi empregado agitador mecanico FISATOM,
(modelo 713D, Brasil). O gel de PAA foi obtido mediante dispersdo do polimero em
agua (2,5% p/p), seguido de alcalinizagdo com hidréxido de sédio (0,1 M) até pH 6,5.
Em seguida, a blenda polimérica contendo os polimeros nas concentragbes de

75:15:10% v/v (PVA:S:PAA) foi preparada por agitacdo mecénica (agitador mecéanico
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FISATOM, modelo 752A, Brasil), durante 45 min e sob aquecimento (40° C). Glicerina
a 2,5% p/p foi adicionada na blenda. No filme com ESTCR a 1,25% p/p, o extrato foi
incorporado diretamente na blenda, mediante agitacdo magnética por mais 60 min, a
35° C (agitador magnética FISATOM, modelo 752A, Brasil). 10 mL das blendas (com
e sem extrato) foram colocadas em placas de petri (6,5 cm de diametro), que foram
deixadas expostas para evaporacdo do solvente, durante 72 h, em temperatura

ambiente.

Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Foram obtidas fotomicrografias de secdes transversais de filmes fraturados por
microscopia eletrénica de varredura (JEOL, modelo JSM-6010LV, USA). O material
foi metalizado com ouro (20 mPA, 120 s) em metalizador DESK V (modelo Denton
Vaccum). As imagens foram obtidas com tensdo de excitacdo de 20 keV, com

ampliacdo de 500 vezes.

Andlise da composicéo por FTIR-ATR

A composicao do extrato seco de P. granatum L. e dos filmes (puro e com ESTCR) foi
investigada por espectrofotometria na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), empregando espectrémetro Bruker (modelo Tensor 127, USA), em
modo de reflexdo total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos no modo de
transmitancia, na regido de 4.000 a 500 cm™ e com resolucéo espectral de 4 cm™.

Pesquisa da cristalinidade por difracdo de raios X (DRX)

Difratogramas de raios X dos filmes (puro e com ESTCR) foram obtidos em
difratbmetro SHIMADZU (modelo XRD - 6000, Japéo), empregando radiacdo Cu-Ka
(A = 1,5418 A), na faixa de 2° a 50 ©. As analises foram feitas em amostras do filme

contendo extrato e nas amostras do flme sem extrato nas mesmas concentracoes.

Ensaios mecéanicos

Para avaliacdo da resisténcia mecanica dos filmes foi realizado ensaio de tracdo em
5 amostras de cada filme, sendo avaliados os parametros: tensdo na deformagao (o),
modulo de elasticidade (E) e percentual de alongamento. As propriedades mecanicas
foram determinadas a partir de curvas tensdo-deformacdo obtidas em maquina

universal EMIC (modelo DL-3000, Brasil) no modo tracdo, com célula de forca com



205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237

67

capacidade de 20N (Trd 17) e deformacdo de 10 mm/min (extensémetro Trd15),
segundo normas ASTM D638. Foram ensaiados cinco (05) corpos de prova de cada

amostra e os resultados sédo expressos como a media e desvio padréo.

Pesquisa da atividade e determinacdo da CIM do extrato para fungo

A atividade do ESTCR frente ao fungo foi pesquisada pelo método de disco-difuséo
conforme recomendado pelo protocolo CLSI (2019), com modificagdes, utilizando
microrganismos da cepa de C. albicans (ATCC 24.433) reativados em Sabouraud-
Dextrose, a 37° C, por 24 h e transferidos para o meio de cultura BHI, com incubacéo
a 35° C (£ 2° C) por 24 h. A suspensao fungica foi semeada em placa de Petri
previamente preparadas com MHB com auxilio de um swab. Discos estéries (6 mm
de didametro) impregnados com 5 L das concentracdes estudadas do extrato (0,25;
1,25; 5 e 10 mg.mL!) foram colocados sobre a placa. Como controle positivo foi
utilizada anfotericina B (20 pg). As placas foram incubadas a 35° C (+ 2° C) por 24 h
e 48 h. As zonas de inibicao foram medidas em milimetros e os resultados em triplicata

expressos como a média e desvio padrao.

Apoés confirmacgdo da atividade antifingica para a cepa desafiada, foi realizado o
estudo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) empregando
método de microdiluicdo em placa, conforme protocolo CLSI (2008) modificado. Os
microrganismos foram reativados em caldo Sabouraud-Dextrose (CSD) a 2% plv, a
37° C, por 24 h. Diferentes concentracdes do extrato (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,25
2,5; 5; e 10 mg/mL) foram preparadas em caldo MHA acrescido de 5% p/v de DMSO.
Em cada poco, o volume final da mistura contendo o inéculo padronizado a 104
UFC/mL e o meio de cultura, foi de 200 pL. As microplacas foram incubadas a 35° C
(x 2° C) por 24 h a 48 h. Decorrido este periodo, foi realizada a inspecao visual do
crescimento fungico. A CIM foi considerada a menor concentracdo de extrato capaz
de inibir completamente o crescimento flngico, indicada pela auséncia de precipitado
ou turvacdo no meio apos o periodo de incubacéo. Diferentes controles foram
inseridos nas microplacas, a saber: meio de cultura sem indculo fingico - controle de
esterilidade; meio de cultura acrescido de indculo fungico - controle de crescimento
da linhagem padréo; meio de cultura acrescido de dimetilsulféxido (DMSO) e inéculo
fungico - controle da auséncia de atividade antifingica para o DMSO; e, meio de
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cultura acrescido de inéculo flngico e anfotericina B (20 pg.pogo?) - controle positivo.

O teste foi realizado em triplicata e o resultado dado em mg/mL.

No intuito de avaliar o mecanismo de a¢ao da atividade do extrato sobre a inibicdo do
crescimento da cepa de C. albicans classificando-o como acdo fungiostatica ou
fungicida, foi realizado o plagueamento das misturas contendo o extrato e o controle
positivo dos pocos da placa utilizada para determinacdo da CIM, em placas de petri
contendo 25 mL de agar Saboraud. As placas foram incubadas 35° C (+ 2° C) por 24
h. Foi observada a presenca ou a auséncia o crescimento de coldnias nas placas,

sendo possivel classificar a atividade como fungistatica ou fungicida, respectivamente.

Avaliacdo da atividade antifungica do filme

A atividade antifungica in vitro do filme contendo o ESTCR foi investigada através de
modificacdes do método de disco-difusdo recomendado pelo (CLSI, 2009), utilizando
cepade C. albicans (ATCC 24.433). Inicialmente, os microrganismos foram cultivados
em caldo BHI (35° C; 24 h). A concentracdo da suspensao fungica foi ajustada para
1,5 x 108 UFC/mL seguindo a escala McFarland, empregando solugédo salina estéril
(0,85% de NaCl). O teste foi realizado em placas contendo MHA suplementada com
dextrose e azul de metileno previamente preparadas. Com auxilio de um swab estéril,
aliguotas da linhagem de C. albicans foram semeadas nas placas. Para avaliagéo,
amostras dos filmes previamente cortados em discos (6 mm de diametro), foram
colocados sobre a placa, que foram incubadas a 37° C por 24 a 48 h. As zonas de
inibicdo formadas foram medidas em milimetros (mm). Filmes sem a incorporacao de
extrato foram utilizados como controle negativo e, como controle positivo foram

empregados discos de anfotericina B (20 pg.mL™).

Andlise estatistica

Para a analise estatistica empregou-se a média de trés repeticdes + desvio padrao. A
comparacao entre resultados, quando ocorreu, foi realizada empregando teste de
hipétese (teste T), utilizando Excel. Foi considerada significAncia estatistica de
p<0,05.

3. Resultados e Discussao
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Caracterizacao fisico-quimica e resisténcia mecanica

A analise visual do filme com extrato de roma permitiu a observacéo de filmes lisos,
brilhantes, isento de bolhas, continuo, sem separacdo de fases e de cor amarela,
caracteristica do extrato de roma (Figura 1). Os filmes resistiram ao manuseio durante

a remocéao dos moldes e realizacdo dos ensaios.

Figura 1. Imagens representativas do filme puro (A) e do filme contendo o ESTCR a
1,25% p/p (B).

O ensaio de espectroscopia na regidao do infravermelho (FTIR-ATR) é capaz de
fornecer informacdes essenciais acerca da composicdo quimica dos filmes, da
miscibilidade ou compatibilidade entre os componentes, bem como das alteracfes
promovidas pela incorporacdo do ESTCR na blenda, mediante comparagéo entre 0s

espectros do filme puro e contendo o extrato (27,28).

O espectro do ESTCR apresentou banda larga na regido entre 3600 e 3200 cm™
caracteristica da vibracdo axial de -OH (regido 1), bandas em 1700 a 1610 cm™ tipicas
de vibracéo de deformacé&o axial de C=0 e de amida | (regido Il) e bandas entre 1000
e 1200 cm?, caracteristicas de vibragéo de deformacéo angular de ligagédo glicosidica
-C-O-C e vibracao de deformagéo angular -C-O (regiao lll). Tais achados estdo em
conformidade com aqueles obervados por He et al. (29) que estudaram extratos
aguoso das cascas de roma e obtiveram espectros semelhantes. Os espectros do
ESTCR puro, do filme sem extrato e do filme com extrato sdo apresentados na Figura
2.

As principais alteragdes no espectro dos filmes quando comparados entre si e com 0
extrato é a auséncia das bandas acopladas nas regides de 1700 e 1610 cm™ (regido
II) e da banda préoxima a 1200 e 1000 cm™ (regido lll). Tais achados indicam a

ocorréncia de interacdes quimicas entre os componentes do extrato e 0s polimeros.
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Figura 2. Espectros FTIR-ATR do ESTCR (a), do filme puro (b) e do filme contendo
ESTCR (c).

Nascimento et al. (25) analisaram espectros FTIR de filmes de gelatina e extrato de
casca de roma e observaram alteracdes, com atenuacao e deslocamento de bandas,
sugerindo incremento nas ligac6es de hidrogénio e confirmando a existéncia de
interacdes intermoleculares entre a gelatina e os compostos quimicos do extrato. He
et al. (29) prepararam filmes eletrofiados de PVA contendo extrato de casca de roméa
e desidroacetato de sédio para uso como embalagem ativa e observaram que, em
todos os espectros dos filmes PVA com extrato, ocorreu deslocamento dos picos de
vibracao da hidroxila, que foi atribuido a formacéo de ligacdes de hidrogénio entre o
extrato e o PVA. Segundo os autores, os resultados do FTIR indicaram que a
incorporacdo do extrato alterou o perfil de interacfes intermoleculares na matriz do
filme, levando a formagédo de uma matriz mais compacta e sugerindo o envolvimento
nao somente de interacdes fisicas, mas, também quimicas (31,32). Fleck et al. (33)
prepararam hidrogéis de PAA contendo 2% p/p de extrato de pericarpo de roma e
relataram a existéncia de interacdes entre os compostos fenolicos do extrato e o
polimero. No entanto, os autores relataram que o hidrogel preparado permaneceu
estavel. Outros autores confirmaram também a existéncia de alteracdes em espectros

de filmes originados de blendas PVA/PAA e amido/PVA, indicativas da ocorréncia de



339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372

71

interacdes entre os polimeros, correlacionadas a compatibilidade dos componentes e

integridades dos filmes formados (34,35).

A técnica de difracdo de raios X foi utilizada para analisar o grau de cristalinidade nos
filmes e avaliar a interferéncia ou ndo da incorporacédo do ESTCR na organizacao das
cadeias poliméricas, 0 que pode interferir nas propriedades de barreira e no perfil de
liberacdo do ingrediente ativo (27). Os padrbes de DRX registrados para as amostras
sao apresentados na Figura 3.

4000
3500 ~ 1 (a)
3000

2500 -
2000
1500

Intensidade (u.a.)

1000

500

0 T ) T " T 14 T .7 L o T N Ll ] T . T . 1

20(°)

Figura 3. Difratogramas do filme puro (a) e com ESTCR (b) obtidos a 26, entre 2 e
500,

Os padrdes de DRX registrados para as amostras (Figura 3) corroboram os resultados
obtidos a partir da analise dos espectros FTIR. A andlise do perfil difratométrico do
filme puro mostra a existéncia de um pico intenso a 19,8°, caracteristico do PVA. Dois
outros picos fracos, proximos a 12,5° e 41,5° também podem ser notados. Pode-se
observar que a incorporacéo do ESTCR levou a reducao na intensidade dos sinais, o
gue pode estar relacionado a reducdo da estrutura cristalina das cadeias poliméricas
devido a existéncia de interagdes com os polimeros (18). Regides tipicas de estruturas
amorfas podem ser vistas em ambos os difractogramas, indicando que houve
amorfizagdo da estrutura do PVA na mistura. Picos proximos de 26 = 15,3°; 17,3°%;
18,3°, 22,0° e 23,5° séo caracteristicos dos diferentes tipos de amido. A auséncia dos

mesmos no difratograma dos filmes indica que o amido sofreu gelatinizacdo durante
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0 processamento, com consequente desestruturacdo das suas regides cristalinas, o

gue esta em conformidade com a literatura (28,35,36).

Na andlise das fotomicrografias das secdes transversais dos filmes obtidas por SEM
(Figura 4) é possivel observar a existéncia de uma matriz continua, compacta, de
aspecto uniforme e com pequenos poros para o filme puro, enquanto para o filme
contendo extrato, nota-se a existéncia de uma matriz compacta, porém, irregular, com

regides com poros grandes e com descontinuidade.

Figura 4. Fotomicrografias das secfes transversais fraturadas dos filmes puros

(esquerda) e contendo ESTCR (direita). Aumento de 500 X (barra de escala: 50 um).

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura. Filmes de gelatina e filmes
de blendas entre quitosana, coldgeno e amido, aos quais extratos aquosos de casca
de roma foram incorporados, apresentaram microestrutura com regides nao uniforme

e com presenca de poros, como as observadas no presente trabalho (33,37).

Finalmente, as propriedades mecanicas dos filmes puro e com extrato foram
pesquisadas mediante a realizacdo de ensaio de tracdo, sendo medidos os
parametros resisténcia a tragdo (TS), mdédulo de elasticidade (E) e alongamento na
ruptura (%EB). A medida de tais parametros fornece informacdes sobre a fragilidade,
e a flexibilidade dos filmes, propriedades relacionadas ao manuseio e que contribuem
para assegurar a funcionalidade dos filmes como coberturas bioativas (13). Os

resultados obtidos sdo dados na Tabela 1.

O filme apresentou uma diminuicdo de cerca de 8% na resisténcia a tracao do filme

com extrato quando comparada ao valor observado para o filme puro e, de cerca de
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14% nos valores do alongamento. De acordo com analise estatistica apresentada,
apenas o parametro elasticidade teve diferenca significativa apds a incorporacdo do
ESTCR nas blendas, provocando uma redugdo de 25% nos valores de médulo de
elasticidade. As reducdes nos valores podem ser justificadas pela presenca de regides
descontinuas observadas na microestrutura dos filmes com extrato, bem como pela
alteracdo na organizacao cristalinda das cadeias poliméricas como observado por
DRX. No entanto, cabe destacar, que ambos os filmes permaneceram integros, sem
qguebrar ou rasgar durante seu preparo, manuseio e durante a realizacdo de todos os

testes, 0 que é desejavel.

Tabela 1. Resisténcia a tracao, alongamento e modulo de para os filmes (PVA:S:PAA)
e (PVA:S:PAAE) 1,25% p/p

Resisténcia a Alongamento de Elasticidade
Amostras -
tracdo (MPa) ruptura (%) (MPa)
PVA:S:PAA 37,65 £ 22,392 122,9 £ 75,762 387,0 £117,32
PVA:S:PAAE 34,79 £9,2142 105,5 + 18,632 273,0 + 116,0°

ab|_etras diferentes mostram diferenca estatistica (p < 0,05).

A boa resisténcia mecénica pode ser devida a existéncia de interagdes quimicas entre
0S compostos bioativos presentes no extrato e as cadeias poliméricas, como
comporavado por FTIR. Amal et al. (22) prepararam filmes de quitosana, colageno e
amido para incorporacao de extrato aquoso de casca de roma e concluiram que os
mesmos apresentaram boa resisténcia a tracdo (45,36 + 0,64 Mpa), 0 que é
necessario para uso como cobertura. Os autores observaram a presenca de poro nos
filmes, semelhante ao encontrado no presente trabalho. Filmes poliméricos de PVA e
alginato de calcio contendo papaina a 2% p/p foram preparados pelo método de
moldagem e evaporacgao do solvente e os autores observaram que os filmes contendo
0 composto bioativo tiveram redugcéo nos parametros de resisténcia mecanica quando
comparados ao filme puro. No entanto, a reducdo contribuiu para maciez e
flexibilidade do filme, o que melhora a adequacdo ao uso (13). Kanatt, Chawla e
Sharma (38) prepararam filmes de quitosana e PVA contendo extrato aquoso de
horteld e extrato de casca de roma para utilizagdo como embalagens de alimentos e,

segundo os autores, ocorreu uma melhora na resisténcia a tragdo dos apos a adicao
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do extrato, devido a formacéo de ligacbes de hidrogénio dos grupos OH presentes
nos compostos fendlicos dos extratos e a quitosana. Mohseni et al. (39) relataram que
a adicdo de extrato aquoso de semente de rom& em filmes de amido e alginato
provocou um incremento nas propriedades mecéanicas dos filmes, o que foi atribuido

as interacdes existentes entre os polimeros e os componentes do extrato.

Determinacédo da CIM e pesquisa da atividade antifungica

Devido ao grande numero de relatos de casos de resisténcia microbiana frente a
farmacos sintéticos disponiveis comercialmente, vém sendo estudadas alternativas
farmacoterapéuticas para substitui-los e, entre estas, plantas medicinais e seus
fitoconstituintes se destacam (39). Dados disponiveis na literatura mostram que
diversos extratos preparados a partir de cascas de roma tém efeito inibitério

significativo sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (40-47).

O teste de disco-difusdo foi realizado para avaliar a existéncia de atividade
antimicrobiana do extrato produzido. Os valores das zonas de inibicdo encontrados
sdo dados na Tabela 2. Os dados sdo apresentados como média e desvio padréo e o

ensaio foi realizado em triplicata.

Tabela 2. Atividade antifungica do extrato de roma frente a Candida albicans (ATCC
24.433)

Diametro dos halos de inibicao
Candida 0,25 mg.mL?* 1,25 mg.mL* 5mg.mL™* 10 mg.mL"
albicans 0 (£ 0,00) 0 (£ 0,00) 10,18 (= 0,04)2 10,15 (£ 0,07)2

ab|_etras diferentes mostram diferenca estatistica (p < 0,05).

Neste teste, foi observado a formagéo de zonas de inibicdo (20 mm + 0,5 mm) para o
controle positivo (anfotericina B), de acordo com o CLSI (2008), indicando a
adequacao do teste ao protocolo e a sensibilidade do microrganismo em teste. Para
o0 ESTCR puro, houve a inibicdo do crescimento do fungo para as concentracdes de
5 e 10 mg.mL%, ndo havendo diferenca significativa entre ambas. Nas menores

concentragdes do extrato ndo houve inibicdo do crescimento.
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Confirmada a existéncia de atividade antimicrobiana, foi realizado ensaio de
suscetibilidade pelo método de microdiluicdo em placa para determinacdo da CIM
frente ao fungo. Foi realizada uma modificacdo na técnica. Na mesma microplaca
anteriormente utilizada, para realizac&o da leitura foi realizado teste para pesquisa da
viabilidade celular pela adicdo do reagente brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium] (MTT). A reacdo com o MTT evidenciou a existéncia de viabilidade
celular nos pogos contendo os controles negativos, indicando crescimento fungico.
N&o foi observada viabilidade celular nos pocos contendo o controle positivo
(anfotericina B). Para os pocos contendo o ESTCR nas menores concentracfes
estudadas (0,0625 a 2,5 mg.mL™), a viabilidade celular foi confirmada, indicando que
estas concentracbes nao inibem o crescimento do fungo. Por outro lado, para as
concentracdes de 5 e 10 mg.mL%, a viabilidade celular ndo foi confirmda, sugerindo a
inibicdo do crescimento. Finalmente, para determinacdo da concentracdo minima
fungiostética e da concentracdo minima fungicida, o contetdo dos pocos contendo 5
e 10 mg.mL* do EBSCR foi semeado em placas contendo meio agar BHI, que foram
incubadas a 36° C, por 24 h. Decorrido o periodo de incubacdo, observou-se o
crescimento de < 100 UFCs na placa oriunda do poco contendo o extrato a 5 mg.mL-

L e a auséncia de UFC na placa oriunda do poco contendo o extrato a 10 mg.mL™.

Em um trabalho anterior, os valores das CIM encontrados para o ESTCR foram
determinados, sendo de 1,25 mg.mL*! e 25 mg.mL! para S. aureus e E. coli,
respectivamente (7). Complementarmente, no presente trabalho, determinou-se que
0 extrato, na concentracédo de 5 mg.mL, apresenta acéo fungiostatica e, a 10 mg.mL"
L, possui atividade fungicida. Estes achados corroboram outros dados disponiveis na
literatura, que mostram a existéncia de atividade antifigica para diferentes tipos de
extratos de roma sobre cepas de fungos (42,48-51). Oliveira (52) realizou a
quantificacdo de polifendis em extratos metandlico e etandlico de roma e investigou o
potencial antifangico conta Candida albicans. A cepa testada apresentou resisténcia
ao extrato metanodlico mas se mostrou sensivel ao extrato etandlico, com halo de
inibicdo de 10 mm, préximo ao encontrado no presente estudo para a concentragoes
de 5e 10 mg.mL1. Em outro estudo realizado por De Almeida et al. (53) foi pesquisado
o efeito antifungico de tinturas de roma sobre cepas de Candida albicans (ATCC
76.618), Candida krusei (ATCC 6.538) e Candida tropicalis (ATCC 13.803). Os

autores observaram que os valores da CIM para as cepas de Candida albicans,
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Candida krusei e Candida tropicalis foram 9,37, 9,37 e 18,75 mg.mLY,
respectivamente. Serquén, Moreno-Mantilla e Iglesias-Osores (54) determinaram a
suscetibilidade de diferentes cepas de Candida albicans frente a diferentes
concentragfes de um extrato etanodlico da casca da roma e relataram que os valores
de CIM encontrados variaram de 1,56 mg.mL?! a 6,25 mg.mL* resultados que os

autores atribuiram a resisténcia das diferentes cepas.

Finalmente, a susceptibilidade do fungo C. albicans frente a amostras dos filmes sem
e com ESTCR a 1,25% p/p foi pesquisada pelo método de disco-difusao (Figura 5). A
auséncia de halo de inibicdo para o controle negativo (filme puro) e a formacéo de
zona de inibi¢do (20 mm £ 0,5) para a anfotericina B, utilizada como controle positivo,
demonstram a adequacéo do teste. Pode-se observar na Figura 5 a existéncia de
zonas de inibicdo para amostras dos filmes contendo extrato (1, 2 e 3) e para 0
controle positivo (anfotericina B). Para os filmes sem extrato (4, 5 e 6), ndo ha
formacé&o de zona de inibi¢cdo. O didmetro médio das zonas de inibicdo para amostras
do filme com ESTCR foi de 18,67 mm (+ 1,53 mm).

~ | Candida albicans

Figura 5. Teste de disco-difusdo de filmes com ESTCR a 1,25% p/p (1, 2 e 3 -
triplicata) e filmes puros (4, 5 e 6 - triplicata), frente a C. albicans.

Resultados semelhantes foram apresentados por Batista et al. (26) ao analisarem a
atividade antinfungica de filmes contendo o mesmo extrato a 1,25% p/p, preparados
pelo método de eletrofiagdo. Outros autores avaliaram a existéncia de atividade
antifingica de preparacfes baseadas em extratos de roma sobre diferentes cepas de

Candida e outros fungos, com resultados positivos (55-57). Segundo Palchykov et al.
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(58), o extrato etanolico da casca de roma foi mais eficiente que a anfotericina B em
inibir o crescimento de cepas multirresistentes de Candida albicans. Kumar et al. (59)
relataram que o extrato da casca de roma teve eficacia antifingica quase igual a do
clotrimazol no tratamento contra a candidiase oral. Bassiri-Jahromi et al. (60)
prepararam um extrato metanolico de cascas de roma e realizaram testes em
diferentes concentracfes do extrato no tratamento de candidiase oral e obtiveram uma

melhora apés poucos dias de tratamento.

De acordo com diversos autores, a acdo antimicrobiana dos extratos de roma pode
ser atribuida a presenca de taninos, metabdlitos secundarios capazes de se
complexarem com proteinas e inativarem enzimas dos microrganismos, levando a
morte celular. A presenca de antocioninas, e polifendis, também podem promover a
morte celular em funcdo do rompimento da membrana citoplasmatica do
microrganismo (19,26,55-57). Portanto, os dados encontrados no presente trabalho

corroboram outros encontrados na literatura.

4. Conclusoes

A incorporacdo de 1,25% p/p de extrato seco total de casca de romad na blenda
PVA/amido/PAA (75:15:10) originou filmes lisos, transparentes, brilhante, de
coloracdo amarelo-clara e resistentes ao manuseio. Os espectros FTIR comprovaram
a existéncia de interacdes quimicas entre 0s componentes do extrato e os polimeros,
contribuindo para a formacdo de filmes integros, uniformes e com propriedades
mecanicas consideradas apropriadas para 0 uso como coberturas bioativas. Nad foi
observada incompatibilidade ou instabilidades na formulacdo. Andlises das
fotomicrografias das superficies fraturadas dos filmes apontam a presenca de
descontinuidades na matriz, justificando a reducdo observada nos parametros de
resisténcia mecanica quando comparados aos valores para o filme puro. A alteragéo
na organizagao das cadeias poliméricas também foi confirmada por DRX. Finalmente,
os filmes com extrato apresentaram atividade antifingica sobre a cepa estudada de
Candida albicans. Tais achados sugerem que o filme é potencialmente (til para a

finalidade pretendida.
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