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RESUMO

Desenvolvimento farmacotécnico e atividade antimicrobiana e antioxidante de
gel de carbdmero contendo extrato de casca de Punica granatum para uso em
lesbes cutaneas em cées. 2021. 94p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federa"
Espirito Santo, Alegre, ES.

A casca € um dos biorresiduos dos frutos de roma formados apés a extracdo do suco,
com potencial de ser convertido em produtos de valor agregado para inumeras
aplicagbes, entre elas, a farmacéutica, uma vez que contém inUmeros compostos
bioativos de interesse farmacoldgico. O objetivo do presente trabalho foi preparar um
gel contendo extrato bruto seco das cascas de roma (EBSCR) com vistas ao uso como
antimicrobiano no manejo de lesdes na farmacoterapia veterinaria de cdes, com o
intuito de fundamentar o interesse pela agregacéo de valor aos biorresiduos do roma.
Inicialmente, realizou-se a determinacdo do teor de fendis totais e da atividade
antioxidante do extrato, sendo definidas a CEso(Concentragéo efetiva para inibir 50%)
e a CEgo (Concentracao efetiva para inibir 90%), utilizando BHT (Butilhidroxitolueno)
como padréao. ApGs caracterizacdo quimica, foram preparadas formulacdes de géis
de carbémero a 1% p/p contendo o EBSCR em diferentes concentra¢cdes (1,25, 2,5 e
3,75% pl/p), nomeadas FG1, FG2 e FG3, que foram submetidas a pesquisa de
atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo. Para tal, foram empregadas
cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Escherichia coli (ATCC 25.922) e Candide albicans (ATCC 24.433). Depois
de eleita a formulacdo com a melhor concentracéo do extrato para a continuidade do
estudo, foram preparados 1,5 Kg do gel base (GB) e em 1 Kg foi incorporado o extrato
na concentracao eleita para o estudo (FG2; 2,5% p/p). O produto foi fracionado e as
amostras foram armazenados sob refrigeracéo (5 = 2 °C) e em temperatura ambiente
(27 £ 2° C), determinada no periodo de execucdo do estudo, para avaliacdo da
estabilidade preliminar. Os seguintes testes fisico-quimicos foram realizados em FG2
ao longo de 90 dias: aspecto, pH, resisténcia ao estresse térmico e mecanico, perfil
de textura, determinacdo do teor de fendis totais, qualidade microbioldgica e
manutencdo da atividade antimicrobiana. O teor de fendis totais encontrado foi de

61,92% EAG e a atividade antioxidante total determinada para uma solugéo a 40



ug.mL*foi 93,8%, com valores das concentracdes minimas eficazes (CE) para reduzir
o DPPH em 50% e 90% de 14,44 ug.mL?' e 39,82 ug.mL?, respectivamente. A
incorporacdo do EBSCR a 2,5% p/p no gel base originou um gel opaco, de cor
amarelo-intensa, com pH de 6,10. Ao longo do tempo, o pH, os parametros de textura
e o teor de fendis totais diminuiram, sendo as maiores altera¢cdes notadas nos
produtos armazenados sob refrigeracéo. Ao final de 30 dias a reducéo no teor de
fendis totais na formulacéo foi inferior a 9% somente para a amostra armazenada sob
refrigeracdo. No que diz respeito a qualidade microbioldgica, as formulacdes
atenderam aos requisitos farmacopeicos para a contagem de microrganismos
mesofilos totais e auséncia de microrganismos patogénicos, sem alteracdes no
periodo de 90 dias. A eficacia antimicrobiana foi mantida ao longo tempo. A partir dos
resultados pode-se inferir que a formulacdo FG2, preparada a partir do gel base de
carbomero a 1% p/p contendo EBSCR a 2,5% p/p, armazenada durante 30 dias sob
refrigeracdo, pode ser empregada para a finalidade pretendida, sendo util para

agregar valor a biorresiduos do roma.

Palavras-chave: Punica granatum, biorresiduos, atividade antimicrobiana, gel de

carbémero.



ABSTRACT

Formulation, antimicrobial activity and antioxidant evaluation of carbomer gel
containing Punica granatum peel total extract for use in skin lesions in dogs.
2021. 94p. Veterinary Medicine Postgraduate Degree - Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

The peel is one of the biowaste of pomegranate’s fruits formed after the extract of the
juice, with the potential to be converted into products with added value for many
applications, including the pharmaceutical. The purpose of this present work was to
prepare a gel containing dry total extract from pomegranate peel (hamed EBSCR) with
purpose on the use of handling of skin lesions in veterinary’s pharmacotherapy of dogs,
with the intention of substantiating the interest of value’s added on the biowastes of
pomegranate. At first, was carried out the determination of the content of total phenols
and the total antioxidant activity on the extract, being defined as CE50 (effective
concentration to suppress 50%) e a CE90 (effective concentration to suppress 90%),
using BHT (butylhydroxytoluene) as a pattern. After chemical characterization, was
prepared formulations of carbomer’s gel with 1% p/p containing the EBSCR with
different concentrations (1.25, 2.5, and 3.75% p/p), called FG1, FG2, and FG3, then
was submitted to activity’s research antimicrobial through the disc-diffusion method. In
order to do this, was used strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25.923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 25.922) e
Candida albicans (ATCC 24.433). After of being elected the formulation with the best
concentration of the extract for the continuation of the research was prepared 1.5 kg
of base gel e in 1 kg was incorporated the extract in the concentration elected for the
research (FG2; 2.5% p/p). The product was fractionated, and the samples were stored
under refrigeration (5 = 2° C) and at a temperature (27 + 2° C), determined on
executions’ period of the research to the evaluation of preliminary stability. The
physicochemical tests were carried out on FG2 for 90 days: aspect, pH, thermal and
mechanical stress, texture profile, contents of all phenols, microbiological quality, and
antimicrobial activity maintenance. The research of the constituents on the extract by
UHPLC suggests the existence of phenols composites of interest to the antimicrobial
and healing activity in the extract. The content of total phenols found was of 61.92

g/EAG and the antioxidant activity total determined for a solution with 40 pg.mL* was



93.8% with the values of the minimum effective concentrations (EC) to reduce the
DPPH to 50% and 90% of 14.44 pg.mL* and 39.82 pug.mL?, respectively. The
incorporation of the EBSCR to 2.5% on the base’s gel created an opaque gel, with
intense yellow color, with a pH of 6.10. During the time, the pH, texture profile, and
phenols content decreased, being the biggest alterations noted on the products kept
out of the refrigerator. At the end of 30 days, the reduction on the phenols content total
in the formulation was lower than 9%, only to the sample stored under refrigeration.
Concerning about the microbiological quality, the formulations were in according to the
count of mesophiles microorganism total and absence of pathogenic microorganisms,
without changes for 90 days. The antimicrobial effectiveness was kept during the study
time. With the results can infer that the formulation FG2, prepared as of carbomer
base’s gel to 1% p/p containing EBSCR at 2.5% p/p, stored during 30 days under
refrigeration can be used to the intended purpose, being useful to add value to

biowastes of pomegranate.

Keywords: Punica granatum, biowastes, antimicrobial activity, carbormer gel.
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1. INTRODUCAO

A dermatologia é uma especialidade clinica de extrema importancia na
medicina veterinaria. Um elevado percentual dos atendimentos realizados em
consultérios se relaciona a enfermidades de pele em animais de companhia,
especialmente, cédes e gatos. Em um estudo realizado por Cardoso et al. (2011), entre
819 prontuarios de caes avaliados, cerca de 32% apresentavam alguma dermatopatia
como diagndstico primario ou secundario. Os problemas dermatologicos sdo as
raz0es mais comuns para 0s animais serem levados a uma consulta em fungéo da
alta prevaléncia dos mesmos e porque estas alteracfes sdo mais faceis de serem
visualizados pelos tutores, fazendo-os procurar ajuda especializada (CARDOSO et
al., 2011; HILL et al., 2006; SOUZA, et al., 2006).

Entre as dermatopatias mais comuns em cédes se destacam as infeccdes
bacterianas, parasitarias e fungicas, seguidas das desordens imunologicas, de
gueratinizacdo (seborreica e outras), dermatoses psicogénicas e otite externa
(CARDOSO et al., 2011). As dermatopatias podem ou nao estar associadas ao
surgimento de lesdes ou Ulceras, popularmente chamadas de feridas, o que que se
caracteriza como outro motivo para a busca por consultas especializadas (PINHO, et
al., 2013; WILKINSON; HARVEY, 2004).

Entre os inUmeros tratamentos disponiveis para as lesdes, figura a abordagem
farmacoldgica, fundamentada no uso de antimicrobianos, anti-inflamatérios, enzimas
debridantes, agentes imunomoduladores e substancias absorvedoras de exsudatos.
Usualmente, estes ingredientes ativos sdo incorporados em formas farmacéuticas
convencionais, tais como po, solucéo, creme, locdo, pomada e gel. Apos aplicacdo do
medicamento, as feridas devem ser recobertas e devem ser realizadas trocas dos
curativos, durante as quais ocorre tanto remocdo quanto reaplicacdo dos produtos,
podendo causar dor e desconforto para os animais. Neste cenario, a selecdo da forma
farmacéutica que permitira o manejo das feridas com maior conforto deve ser
considerada (MANDENBAULM; SANTIS; MANDEUBAULM, 2003).

Nas ultimas décadas, tem sido dada grande atencdo para o uso de plantas
medicinais e de fitoterapicos em substituicAo aos ingredientes ativos de origem
sintética (RUSSO; AUTORE; SEVERINO, 2009; VIEGI et al.,, 2003; YUNES;
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PEDROSA; FILHO, 2001). Acredita-se que medicamentos baseados em compostos
bioativos naturais, oriundos de fontes renovaveis, apresentam maior seguranca para
0 uso sob dadas condigbes e, causam menos danos ao meio ambiente (VEIGA, et al.,
2005).

As sementes e as cascas do roma representam cerca de 54% da massa
residual gerada ap6s a extracdo do suco, sendo consideradas biorresiduos dos frutos
de roma. Em escala global, sdo gerados anualmente cerca de 1,62 milhdes de
toneladas de residuos provenientes das cascas de romas utilizados, primariamente,
na producdo de suco (MAGANGANA et al., 2020). Uma vez que é constituida por
inimeros compostos bioativos de interesse farmacolégico, ha um grande potencial da
casca dos frutos ser convertida em produtos de valor agregado para inumeras
aplicacoes, entre elas, a farmacéutica (CHARALAMPIA; KOUTELIDAKIS, et al., 2017;
KO; DADMOHAMMADI; ABBASPOURRAD, 2021).

Resultados de inUmeras pesquisas mostram que aos diversos tipos de extratos
de romd sdo atribuidas atividades antibacteriana, antifingica, antioxidante e
cicatrizante (FARIA; PEREIRA, 2019; FERNANDES, 2017; COSTA, 2019; FLECK, et
al.,, 2016; SANTOS, 2019; MACHADO et al., 2003). A acdo antimicrobiana dos
extratos de roma, por sua vez, pode ser atribuida a presenca de taninos, metabolitos
secundarios capazes de se complexarem com proteinas e inativarem enzimas dos
microrganismos. Ja a acdo cicatrizante é relacionada a presenca de grandes
guantidades de fendis totais, dotados de acdo antioxidante, que favorecem a re-
epitelizacdo (CAMPOS; CARLI; COTA, 2018; FLECK et al., 2016; HAYOUNI et al.,
2011; MACEDO; SOUZA; GUIMARAES, 2020; MOORTHY et al., 2013; SILVA, et al.
2020). Dessa maneira, 0 extrato de roma se apresenta como um potencial agente
farmacoldgico alternativo para o tratamento de feridas em céaes.

Entre as formas farmacéuticas de uso topico disponiveis para incorporacao de
extratos hidrossoluveis, inclusive o EBSCR, se destacam os géis. Estes podem ser
definidos como formas farmacéuticas semissolidas preparadas a partir de um
polimero formador do gel (agente gelificante) disperso em agua. O agente gelificante
€ responsavel pelo fornecimento de viscosidade para o sistema, que apresenta
particulas de dimensfes coloidais. Além do gelificante, o gel pode conter
conservantes, sequestrantes e antioxidantes, consoante o tipo de ingrediente
farmacologicamente ativo a ser incorporado na formulagéo. Ainda, podem conter

umectantes, tamponantes ou modificadores de pH, conforme a necessidade e a



15

indicacao de uso (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013). Outras vantagens para 0 uso
dos géis no manejo das lesbes sao a facilidade de aplicacdo e de remoc¢édo dos
produtos, o que favorece o conforto no uso e, o alto contetido de 4gua (CORREA et
al., 2005; MORE; ARRUDA, 2007).

Neste contexto, o presente trabalho foi proposto com o intuito de preparar um
gel contendo extrato bruto seco das cascas de roma (EBSCR) com atividade
antimicrobiana e cicatrizante para uso no tratamento de lesdes cutaneas em caes,
fundamentando o interesse pela agregacao de valor a biorresiduos do roma, oriundos
da agroindustria. O relato da existéncia de atividade antimicrobiana e cicatrizante para
diferentes extratos obtidos das cascas de roma justifica o interesse no
desenvolvimento de formas farmacéuticas topicas baseadas no EBSCR para a

finalidade pretendida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele e reconstrucéo tecidual de lesdes cutaneas em céaes

Segundo Pinho, Monzon e Simfes (2013), assim como no homem, a pele é o
orgao mais extenso dos animais, podendo representar de 10 a 25% da massa corporal
dos cées. Entre as importantes fungcdes que desempenha, a pele atua como barreira
de protecado, regula a temperatura e o equilibrio hidroeletrolitico, proporciona a
percepc¢do dos sentidos e age como via de administragdo para farmacos. Portanto,
deve ser mantida integra e saudavel. Algumas areas da pele dos animais séo
modificadas em sua espessura e estrutura para se adaptarem a funcdes especificas.
O pelo que recobre a pele também varia em densidade e volume para cada espécie e
raca (SALAZAR; BITENCOURT, 2009). Assim como nos humanos e nos demais
animais, a pele dos cédes é dividida em trés camadas, como pode ser observado
esquematicamente na Figura 1 (ALVES, 2013; SCOTT,1992).

Figura 1- Esquema estrutural da pele evidenciando as camadas da epiderme, derme

e hipoderme
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Fonte: KNEGT; VIEIRA, 2019.

A primeira camada, mais externa, € a epiderme, proveniente da ectoderme e
responsavel pelas propriedades de barreira e regulacdo. Quando comparada com o
homem, a espessura da epiderme dos caes € menor, com turnover de 22 dias. A

segunda é a derme, originada da regido mesodérmica e responsavel por proporcionar
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sustentacdo a epiderme. Nos animais a derme é dividida em superficial e profunda. A
derme estd envolvida na regulacdo do crescimento e proliferacdo celular. Nessa
camada de pele, estdo alojadas as estruturas anexas, como as glandulas sudoriparas,
os foliculos de pelos, as glandulas sebaceas e o musculo eretor do pelo, além de
vasos sanguineos, linfaticos e estruturas nervosas. A terceira é a hipoderme ou tecido
conjuntivo, camada que confere sustentacdo as superiores (ALVES, 2013;
SCOTT,1992).

Entre as principais diferencas entre a pele dos cées e a dos humanos, além da
auséncia de glandulas sudoriparas écrinas nos primeiros, é o valor do pH: a dos cées
€ mais alcalina, com o pH entre 5,5 e 7,2. Conforme a regido, valores mais elevados
podem ser observados (6 e 9,5). Usualmente, a maior alcalinidade da pele dos caes
aumenta a predisposicdo para o surgimento de infeccbes cutaneas por bactérias e
fungos (MATOUSEK et al., 2003a; MATOUSEK et al., 2003b).

Feridas ou Ulceras se caracterizam como qualquer interrup¢ao na continuidade
de tecidos cutdneo-mucosos, que acarretam alteracdes estruturais e fisiologicas dos
tecidos afetados, apresentando extensdo e profundidade variaveis, podendo ser
aguda ou cronica e de origem traumatica ou ndo (BRASIL, 2002; BRASIL, 2008). O
rompimento da integridade fisica da pele pode ser causado por fatores extrinsecos e
intrinsecos. Traumas fisicos, acidentais ou ndo, originados por queimaduras, cirurgias,
atritos, brigas (arranhdes e mordidas) e, traumas quimicos, decorrentes do contato
com substancias causticas, sdo fatores extrinsecos, responsaveis por grande parte
da ocorréncia de feridas em cdes. Em lesbes de descolamento no tronco ou membros,
comumente originada em atropelamentos, a pele é cortada ou arrancada. A perda de
pele costuma ser extensa e o0s tecidos mais profundos podem ser envolvidos.
Usualmente, as areas mais acometidas pelos diferentes tipos de feridas nos cées sao
as patas, o abdome e os olhos. Patologias associadas, consideradas fatores
intrinsecos, também podem ser responsaveis por feridas, especialmente, as de
origem oncolégica (FAHIE; SHETTKO, 2007; WINKLER, 2019).

As feridas podem ser subdividas em agudas e cronicas de acordo com o tempo
necessario para que ocorra reconstituicdo tissular. Nas feridas agudas, a
reconstituicdo tecidual é rapida, ocorrendo dentro de um prazo estimado curto. Por
outro lado, feridas crénicas apresentam tempo de reconstrugéo tecidual aumentado,
ultrapassando o tempo esperado (AMALSADVALA; SWAIM, 2006).
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As feridas podem ser classificadas ainda como limpas, contaminadas ou
infectadas, sendo nestas Ultimas, observada concentracdo de microrganismos
superior a 10° por grama de tecido. As feridas limpas sdo aquelas provenientes de
intervencbes cirdrgicas, em ambientes assepticos. O nivel de contaminagdo, o
suprimento de sangue e a causa da ferida contribuem para o desenvolvimento das
condicdes necessdérias para a infec¢do e, cada caso deve ser avaliado individualmente
(WINKLER, 2019).

Segundo a extensédo do dano tissular, as feridas podem ser classificadas em
superficiais, quando alcanca somente a epiderme; intermediarias, quando atinge a
camada mais profunda da epiderme e parte superior da derme; e profundas, quando
alcanca estruturas internas da epiderme, a derme e o tecido subcutaneo, podendo
abranger musculos e ossos, com perda tecidual (FAHIE; SHETTKO, 2007). Feridas
intermediarias e profundas sédo abertas e, frequentemente, devem ser tratadas por
varios dias, semanas ou mesmo meses, até completo fechamento ou cicatrizagéo por
segunda intencdo (MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016).

De forma geral, o processo de re-epitelizacdo e reconstrucdo tecidual,
conhecido como popularmente como cicatrizacdo, ocorre de forma semelhante e
envolve as mesmas fases, tanto no homem como nos animais (BOHLING, 2006;
HOSGOOD, 2006). As fases de cicatrizacao tecidual se dividem em trés, ocorrendo
ao longo dos dias e se sobrepondo. Sao elas a inflamatéria, a proliferativa e a de
remodelacdo (ou maturacdo) (FIGURA 2, Painel A). Alguns autores consideram a
existéncia de uma fase intermediaria entre a inflamatéria e a proliferativa, chamada
de fase de debridamento. No entanto, as classificacbes mais modernas consideram
gue os fenbmenos debridantes ocorrem dentro da fase inflamatéria (MICKELSON;
MANS; COLOPY, 2016).

Logo nos primeiros 5 a 15 minutos da ocorréncia de uma leséao € iniciado,
localmente, o fenbmeno da homeostasia, sinalizando para o inicio da vasoconstri¢ao,
com a intencao de parar o sangramento. Na homeostasia, a liberacdo de mediadores
vasoativos, citocinas e fatores de crescimento € iniciada. Em seguida, comeca a fase
inflamatoria, na qual ha aumento do fluxo sanguineo e extravasamento de fluidos,
combinado com o bloqueio da drenagem linfatica. Tais fendmenos sao responsaveis

pelos sinais classicos da inflamacéo: calor, vermelhid&o e o inchaco.
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Figura 2- Representacdo esquematica da regeneracao tecidual. Painel A: Imagens
representativas das fases da cicatrizacao. Painel B: Tempo de duracao usual (em
dias) das fases da cicatrizac&o. Painel C: elementos envolvidos na cicatrizagao.
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Fonte: PARK; BARBUL, 2004; ORSINI; DIVERS, 2014 (Adaptado).

A fase inflamatoéria aguda dura de 1 a 3 dias, podendo persistir em condicfes
desfavoraveis (MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016). Na fase inflamatéria acontece
a migracao dos glébulos brancos para a area lesionada, dando inicio ao debridamento
da ferida, com a intencdo de manté-la “limpa”. Células mediadoras da inflamacao sao
recrutadas para a regido, entra as quais os neutroéfilos, monadcitos que se diferenciam
em macréfagos maduros e, os linfocitos. Os neutréfilos sdo as células que liberam
enzimas proteoliticas que removem o0s restos dos tecidos necréticos e bactérias
(ISAAC et al. 2010; LAUREANO; RODRIGUES, 2011). J4 os macréfagos sao as
células dominantes dentro de 3 a 5 dias ap6s ocorréncia da lesdo e desempenham
papel fundamental papel na transicdo entre as fases inflamatéria e a reparadora.
Nesta etapa sdo liberadas, entre outras substancias, fatores de crescimento que
estimulam a conversao de células mesenquimais em fibroblastos e promovem o

comeco da sinalizagdo para a sintese de colageno e a angiogénese (OZTURK;
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ERMERTCAN, 2011; PORTOU et al., 2015). A fase proliferativa comeca cerca de 3 a
4 dias apos a lesdo e é caracterizada por fibroplasia, angiogénese e epitelizacao.
Neste estagio, os fibroblastos dérmicos, estimulados por fatores de crescimento,
proliferam, migram e se diferenciam em miofibroblastos contrateis, células
responsaveis para a producdo da matriz extracelular (ECM), composta por colageno,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fibronectina e elastina. Outro fendmeno
importante que se inicia € o crescimento de novos vasos (angiogénese) a partir dos
pré-existentes, adjacentes a ferida. A angiogénese ocorre quando as células
endoteliais dérmicas migram sob influéncia do fator angiogénico derivado de
macrofagos e do fator de crescimento vascular endotelial. A combinagdo dos
fibroblastos, novos capilares e colageno forma o tecido de granulacdo. A fase
proliferativa culmina na epitelizacdo, que envolve a proliferacdo e a migracdo de
gueratinécitos para as bordas da ferida, sua diferenciacdo entre as células dos
estratos da epiderme e a restauracdo da membrana basal, conectando a epiderme a
derme subjacente (MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016; OZTURK; ERMERTCAN,
2011).

Por fim, na fase da remodelacéo € iniciada 1 a 2 semanas apos a lesdo, com a
deposicdo de colageno na ferida. A principal atividade durante esta fase € o
fortalecimento e remodelacdo do colageno recém-formado, com substituicdo do
colageno tipo Il pelo colageno tipo I. As fibras de colageno se remodelam, alinham e
reticulam, com ganho de resisténcia mecanica e atenuacdo das depressdes, com
suavizacgao e nivelamento tecidual. A contracdo ajuda a fechar a ferida diminuindo a
lacuna entre suas margens dérmicas e reduzindo a area de superficie da ferida. A
fase de maturacao é a mais longa, continuando por semanas a meses apos a lesao,
dado o tipo de lesdo ocorrida e as condi¢des teciduais (LAUREANO; RODRIGUES,
2011; MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016; OZTURK; ERMERTCAN, 2011).

A cicatrizacdo de feridas pode ocorrer por primeira intencdo, quando a lesdo é
superficial, ndo ha perda de tecido e as extremidades da pele permanecem
justapostas uma a outra. Ja a cicatrizacdo por segunda intencdo ocorre em lesdes
mais profundas, nas quais houve perda tecidual e as extremidades da pele ficam
afastadas umas das outras, sendo necessario formacgéo de tecido de granulacéo até
gque a contracdo e re-epitelizagdo acontecam (BLANES, 2004; BOHLING;
HENDERSON 2006).
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2.2 Manejo das lesdes cutaneas em caes

O tipo de manejo para determinada ferida sera escolhido pelo veterinario ap6s
realizacdo de inspecao inicial, irrigacéo e limpeza da lesdo. Verificada se a ferida é
aberta ou fechada, o procedimento sera estabelecido. Feridas limpas, com pele em
guantidade suficiente, podem ser suturadas cirurgicamente com linha ou cola, caso
necessario. Em casos de grande possibilidade de contaminacdo ou pouca pele, a
ferida ndo deve ser fechada. Assim, a ferida sera drenada, passara por debridamento
tecidual seguida de lavagem e administragcdo de medicamentos (KIRBY; GELLAT,;
WILKINS, 2011). De acordo com o grau de profundidade e do tipo de lesdo, pode ser
requerida sedacéo para o manejo, uma vez que a realizacdo dos curativos e, tanto a
remocao quanto a aplicacdo dos medicamentos, podem causar grande dor e
desconforto para o animal (KIRBY; GELLAT; WILKINS, 2011).

Finalizado os procedimentos, a ferida devera ser recoberta, o que pode ser feito
com diferentes tipos de coberturas (bandagens), consoante suas caracteristicas. As
coberturas podem ser classificadas como primaria, secundaria e mista. A cobertura
primaria € aquela que permanece em contato direto com a Ulcera e tem a finalidade
de absorver o exsudato, preservando o ambiente umido e a ndo-aderéncia. Ja a
cobertura secundaria € aquela que recobre a cobertura primaria, com a finalidade de
adsorver o excesso de drenagem, proporcionando protecdo e compressao.
Coberturas mistas possuem as duas camadas: uma em contato com o leito da Ulcera
e outra em contato com o ambiente externo (MANDENBAULM; DI SANTIS;
MANDEUBAULM, 2003). Na atualidade, coberturas interativas ou substitutos de pele
e coberturas bioativas tém sido utilizadas com sucesso no tratamento das feridas. As
coberturas interativas sdo aquelas capazes de modificar a fisiologia no microambiente
das feridas mantendo-as Umidas e otimizando a cicatrizacdo. J4 as coberturas
bioativas sdo aquelas que agem também como reservatorio de farmacos com o
objetivo de atuar como barreira e tratar as feridas, promovendo a regeneracao tecidual
(BOATENG; CATANZANO, 2015).

No que diz respeito ao tratamento farmacoldgico das feridas em animais, este
€ fundamentado no uso de medicamentos contendo farmacos sintéticos e/ou
compostos bioativos naturais aos quais sdo atribuidas atividade proliferativa e,
portanto, cicatrizante. As classes de maior interesse para as quais ha relatos na

literatura de sucesso quando empregados em processos de cicatrizagdo sdo anti-
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inflamatorios, imunomoduladores e debridantes. Anestésicos locais também podem
ser utilizados para aumentar o conforto dos animais (FAHIE; SHETTKO, 2007,
MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016).

InUmeras pesquisas avaliaram a eficacia e a seguranca de farmacos sintéticos
e/ou plantas medicinais, com ac¢fes farmacolégicas diversas, em processos de
cicatrizagcao de feridas de ocorréncia natural ou induzidas, em animais. Ribeiro et al.
(2009), pesquisaram a efetividade da ketanserina topica sobre a cicatrizagdo de
feridas cutaneas induzidas na regido da garupa de equinos e observaram que o
farmaco sozinho nao produziu resultados significativos como promotor de cicatrizacao
tecidual. Por outro lado, ha relatos do sucesso da associacdo do tartarato de
ketanserina com o asiaticosideo, um composto bioativo isolado da Centella asiatica,
em processos de cicatrizacao tecidual em cées. A ketanserina € um antagonista dos
receptores de serotonina que atua aumentando a microvascularizacdo e
proporcionando resposta inflamatéria mais efetiva na fase inicial da cicatrizagéo,
ampliando a ativacao de macréfagos. Ja o metabdlito da C. asiatica estimula a sintese
de colageno tipo | favorecendo a resisténcia mecanica tecidual e a rapida cicatrizacao.
O medicamento é comercializado com o nome fantasia Regepil®, para administracio
topica por spray (OURO FINO, 2020).

A acemanana (ACE) é um polissacarideo encontrado na babosa (Aloe vera),
ao qual sdo atribuidas excelentes propriedades imunomoduladoras. A ACE atua como
fator de crescimento estimulador de macréfagos, modulando o aumento na secrecao
de interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), o estimulo da
angiogénese, a deposicao de colageno e a diferenciacédo dos queratinocitos (SWAIM;
GILLETE, 1998). Autores relataram que géis contendo ACE apresentaram acao
positiva sobre a contracao e re-epitelizacao de feridas de pata em cées e estimulou a
formacéo de tecido de granulacao sobre 0 0osso exposto (SWAIM; RIDELL; McGUIRE,
2013). Ao ACE também sao atribuidas também atividade antifUngica e atividade
antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa. Seu uso é recomendado desde a fase
inflamatoria até a proliferativa (HENGEL; HAAR; KIRPENSTEIJN, 2013).

Outro metabdlito secundario presente no Aloe vera é a alantoina, composto
capaz de estimular a reparagéo tecidual em feridas supurativas e persistentes. Assim
como a ACE, seu uso é recomendado desde a fase inflamatoria até a proliferativa
(FOSSUM, 2013). Em um estudo realizado por Araudjo et al. (2010), ndo foram

observadas diferencas significativas nas analises planimétricas realizadas nas areas
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das lesdes induzidas em ratos do grupo que recebeu tratamento com creme de
alantoina a 5% p/p quando comparados aos animais dos grupos controle. No entanto,
os resultados das analises histologicas mostraram que ocorreu o0 estimulo a
proliferacdo fibroblastica e sintese de ECM de maneira mais intensa e rapida nos
animais do grupo tratado, sugerindo que ocorreu controle da resposta inflamatéria.
Resultados semelhantes foram observados por Silva et al. (2014) que avaliaram o0 uso
da pomada Alantol® (alantoina a 3% p/p associada ao 6xido de zinco) promoveu um
periodo cicatricial reduzido em feridas cutaneas induzidas em equinos.

Os agentes anti-inflamatorios sdo comumente usados para o tratamento de
feridas, com a finalidade de inibir processos inflamatério progressivos. Todavia,
esteroides topicos, por exemplo, podem inibir ou prolongar a fase inflamatoria,
essencial no processo de cicatrizacdo (HEDLUND, 2007). Os anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINES) sao usados habitualmente em casos de dor, febre e inflamacdes,
tanto pelos humanos quanto pelos animais. Entretanto o seu uso € considerado
limitado principalmente nos animais, pois apresenta diversos efeitos colaterais, como
problemas gastrointestinais e nos rins (BERBERTH; FERREIRA 2004). Além da via
de administracdo oral, os anti-inflamatérios podem ser usados na via tépica que
compreende a aplicagcdo do medicamento sobre a superficie da pele, alcancando a
epiderme e derme. Dessa forma se caracteriza como uma via de administracdo local
e limitada, onde apenas uma porc¢ao discreta é passada para corrente sanguinea. A
via topica possivelmente reduz as reacfes adversas, diminuem a toxicidade sistémica
e aumenta a acao local (EBSERH, 2016; PEREIRA; RIBEIRO; CICONELLI, 2006).

As enzimas debridantes sdo enzimas proteoliticas responsaveis por fazer a
remocao de material estranho e desvitalizado, comumente chamado de necrosado,
responsavel por contaminar feridas, auxiliando no processo de cicatrizacdo
(FALANGA, 2002). As enzimas proteoliticas séo aplicadas no leito da ferida sem que
haja prejuizo ao tecido viavel. Sao classificadas de acordo com o mecanismo usado
para clivar proteinas, como proteinases da serina (quimotripsina, tripsina, plasmina,
elastase); proteases de cisteina (papaina); proteinases asparticas (renina, pepsina) e
metaloproteinases (colagenase) (HOPPE; GRANICK, 2012).

Porsani et al. (2016) relatam trés casos de cdes atendidos no Hospital
Veterinario da 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
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demonstrou efetividade na recuperacéo das feridas, com a formacdo de grande
guantidade de tecido de granulacdo, em um menor tempo quando comparados a
tratamentos convencionais.

Hamilton e Kozar (2016) investigaram os efeitos de pomadas contendo
colagenase (Iroxol® Mono) na concentracéo de 1,2 pug no debridamento de feridas em
cées e gatos e, observaram que o tempo de cicatrizacdo das feridas diminuiu e tecido
de granulacao foi desenvolvido alguns dias apés o0 uso da pomada.

Santana (2015) investigou o efeito do tratamento topico do gel de papaina a
3% p/p em lesBes agudas induzidas em camundongos saudaveis, mediante avaliacéo
dos fatores de crescimento e citocinas presentes localmente, utilizando reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e estudos imuno-histoquimicos. No
estudo, camundongos saudaveis foram divididos aleatoriamente em dois grupos,
sendo parte tratados com o gel de papaina e os demais, com o gel placebo. No exame
macroscopico, nos animais do grupo tratado com a enzima, as areas das lesdes
observadas foram menores, bem como as taxas de contracdo. Quantidades menores
de células inflamatorias, aumento na neovascularizacao e sintese acelerada de fibras
de colageno, com maior organizacao destas ultimas, foram observadas. Resultados
semelhantes foram observados por Goncalves (2017), que comparou os efeitos da
solucéo de papaina a 2% p/p com o uso de terapia a laser de baixa poténcia (TLBP)
no processo cicatricial de feridas de segunda intencdo em ratos. Os resultados obtidos
pelo autor evidenciaram maior contracdo das lesfes e maior re-epitelizacdo nos
animais do grupo que recebeu o gel de papaina, quando comparados aos do controle
e do grupo tratado com laser, durante a fase inflamatoria.

Um aspecto importante a ser observado no correto manejo das lesdes € a
contaminacao do leito da ferida por microrganismos, quer por exposicdo da area
lesionada ou pela sua introducdo durante a ocorréncia da lesdo. Como discutido
anteriormente, a pele dos animais atua como barreira fisica frente & danos quimicos,
fisicos, mecanicos e microbioldgicos. A secrecdo das glandulas sebaceas e
sudoriparas, a presenca de lipidios e o pH da epiderme se constituem como primeira
linha de defesa contra os microrganismos (LLOYDE, et al., 2007). Portanto, danos a
barreira cutanea podem favorecer a ocorréncia de infec¢des, uma vez que a pele
saudavel do animal possui microrganismos comensais e oportunistas, como fungos
e bactérias (KNEGT; VIEIRA, 2019).
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A composicdo da microbiota da pele dos caes pode variar de acordo com
fatores intrinsecos e extrinsecos tais como a espécie, a regido do corpo do animal,
seu habitat, a alimentacdo e a densidade populacional. Ainda segundo Lacerda
(2018), a composicao da microbiota de tecidos lesionados esta ligada ao tipo de dano
ocorrido no tecido. Lesdes causadas por mordedura, por exemplo, estdo sujeitas a
infeccbes de etiologia polimicrobiana, nas quais estdo presentes em maior
guantidade, microrganismos aerébios. Ja nas lesGes cirargicas ou de origem
traumaticas podem ocorrem infec¢des polimicrobianas tanto por bactérias aerébicas
guanto anaerobicas. Logo, além dos contaminantes em feridas serem introduzidos
pela lesdo, também podem ser da prépria pele do animal (LACERDA, 2018).

Os microrganismos da pele podem ser classificados como residentes,
transitorios. Os microrganismos ditos residentes sdo aqueles que convivem em
simbiose com o hospedeiro, atuando na protecao da derme. Ja aqueles chamados
transitorios sdo 0s que nao estdo presentes na pele dos animais em condi¢des
normais e podem causar infecgdes oportunistas. Entre os residentes da microbiota
dos caes se destacam as bactérias dos géneros estafilococos (Staphylococcus
epidermidis, S. cohnii, S. saprophyticus, S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis, S.
warneri, S. xylosus, S. simulans, S. sciuri, S. pseudintermedius); micrococcus spp.;
estreptococos alfa-hemoliticos e Acinetobacter spp. Ja entre as transitorias, as
principais sao Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium spp., Bacillus spp., Streptococcus spp, Alcaligenes spp. e
Staphylococcus spp (KNEGT; VIEIRA2019; LACERDA, 2018). Um exemplo de
bactéria patogénica comumente associada a ocorréncia de infec¢cbes na pele de
caes, é a S. pseudintermedius. Entre os fungos mais encontrados na pele de cées,
a Malassezia pachydermatis se destaca, sendo considerada um microrganismo
oportunista (KNEGT, 2019).

Composto por leveduras comensais, o género Candida esta presente na
microbiota do homem e de animais, que geralmente vivem em regime domiciliar e
gue frequentam servicos de estética frequentemente, ndo causam danos ao
hospedeiro, exceto pelo desequilibrio biolégico e fisico de protecdo da pele.
Infeccdes por este género sdo pouco comuns em animais, entretanto podem ser
vistos em cées, pois pode estar relacionado com fatores ambientais, como no caso
de animais domésticos pelo maior contato com humanos, e fatores como a eficiéncia

imunoldgica do hospedeiro, pois com o sistema imune comprometido, as leveduras
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se tornam patogénicas e podem gerar infec¢des sistémicas (ALVES; KOMMERS;
SOUZA, 2020; BRITO et al., 2009). Paix&o et al. (2001) investigaram o possivel
envolvimento de fungos saprébios em dermatomicoses em cdes e gatos e
detectaram a incidéncia de 6,8% de Candida spp. em lesdes cutaneas dos animais
investigados. Bentubo, Gambale e Fischman (2010) investigaram a presenca de
fungos no pelame de cdes domésticos sadios e a espécie Candida albicans foi
isolada 20 dos 21 animais estudados. Para os autores, a alta frequéncia desse
microrganismo caracteriza exposicao e risco de infeccdo tanto para 0s animais
guanto para o0s proprietarios suscetiveis que mantém estreito contato com o0s
mesmos.

Quando se trata de um tecido lesionado no qual a resposta imunologica do
individuo se encontra comprometida, os microrganismos chamados de comensais
passam a se multiplicar e causar alteracdes nas lesdes que retardam o processo de
cicatrizagao (LACERDA, 2018). Dessa maneira, o tratamento de lesédo em cées visa,
entre outros procedimentos, evitar e/ou reverter a infeccdo ndo somente pelo
controle de microrganismos patogénicos que nao fazem parte da microbiota, mas,
também, dos comensais, uma vez que estes também sdo capazes de gerar a
infeccdo, devendo ser levado em consideracdo o agente etiologico, o paciente e o
local da lesédo (LACERDA, 2018). Portanto, o uso de solucdes de lavagem contendo
antissépticos e de formulacdes com antimicrobianos devem ser considerados no
tratamento das lesdes abertas contaminadas ou em caso de feridas cronicas. Cabe
ressaltar que, segundo Williams e Moores (2009) e Fossum (2013), o uso de
antimicrobianos ndo deve ser instituido como escolha terapéutica Gnica, substituindo
outros procedimentos, como a lavagem e debrridamento, devendo ser considerada
abordagem complementar, com a intencéo de reduzir a infeccéo e contribuir para um
desfecho favoravel da cicatrizacao.

Usualmente, antimicrobianos de amplo espectro, como a gentamicina e
penicilina sdo prescritos para o tratamento de lesdes contaminadas (CAPELLA, et al.,
2020). Altoé (2019) investigou o uso da doxiciclina no processo de reparo cutaneo em
ratos Wistar machos. Os animais foram divididos em trés grupos e receberam o
tratamento durante 21 dias, via gavagem. Apés o tratamento foram avaliados a taxa
de contracdo das lesGes e mediante analise histologica. Os resultados demonstraram

gue animais tratados com a doxiciclina apresentaram maior propor¢gdo macrofagos e
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mastécitos e dos componentes da matriz extracelular (colageno e fibra elastica),
resultando em maior contracdo da ferida e melhor cicatrizacado em relagao ao controle.

Sampaio et al. (2009) analisaram a influéncia do uso de metronidazol oral a 4%
p/v na cicatrizagdo de feridas induzidas no dorso de ratos Wistar, soro fisiol6gico como
controle. A avaliagdo da contragdo da ferida foi realizada nos dias 14 e 21 dias, além
da determinacdo de parametros histolégicos e imuno-histoquimicos. Os resultados
demonstraram que houve maior concentracao de colageno nos animais tratados com
metronidazol em todos os tempos investigados e os autores concluiram que o
metronidazol contribuiu para o processo de cicatrizagao.

Outras substancias antimicrobianas podem ser eficazes no tratamento de
feridas, tais como o mel. Alem das atividades farmacoldgicas a ele atribuidas -
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana, o mel cria um filme sobre a
superficie da lesdo, impedido a entrada de patdgenos e a saida de fluidos,
favorecendo a hidratacéo local. Sua alta osmolaridade justifica a agdo antimicrobiana
a ele atribuida (BACKES et al., 2005). Rahal et al. (2003) investigaram a influéncia do
mel e propolis na cicatrizacado de feridas limpas por segunda intencéo, induzidas
cirurgicamente em ratos Wistar, divididos em trés grupos e que receberam tratamento
com proépolis (grupo 1), mel (grupo 1) e solugdo de cloreto de sédio a 0,9% (grupo
controle). Histologicamente, os animais tratados com mel e prépolis promoveram
reducdo da resposta inflamatéria e melhora na cicatrizacdo, sendo a re-epitelizacéo
mais rapida nos animais tratados com propolis. Dos Santos et al. (2012) comparou a
eficacia do mel e do aclUcar mascavo na cicatrizacdo de feridas induzidas em
porquinhos da india (cobaias da raca Abissinia), em feridas induzidas cirurgicamente.
Os tratamentos foram realizados diariamente e consistiam na troca dos curativos,
avaliacdo macroscopica das feridas, medida da temperatura retal e pesagem dos
animais. Na avaliacdo macroscopica das feridas foi observado o tamanho e contracéo
das feridas, a presenca de hemorragia, a formacao de crosta, edema e pus, €, a
formacédo do tecido de granulacdo. Em todos 0s grupos, as feridas ndo apresentaram
sinais macroscopicos de infeccdo durante todo o estudo e, a partir do terceiro, houve
formacédo de crosta. Nas feridas tratadas com mel, foi observada ligeira diminuicéo no
didmetro até ao quarto dia de tratamento, seguido de diminui¢cdo acentuada mantida
até ao 16° dia de tratamento. Segundo os autores, 0 mel promoveu a cicatrizagdo
mais rapidamente por estimular a formagao de tecido de granulagao e re-epitelizacao

quando comparado ao aglicar mascavo.
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Apesar do grande numero de estudos disponiveis na literatura que relatam
abordagens farmacologicas topicas para o tratamento de feridas em animais, ha
resultados controversos sobre a recomendacéo do uso de algumas substancias, uma
vez que um ou mais parametros do processo de cicatrizacdo podem ser
comprometidos (FAHIE; SHETTKO, 2007). Estudos relatam, por exemplo, o uso de
formulacdes contendo sulfato de gentamicina a 0,1% nas formas de creme e solucao
no tratamento de feridas em caes. Ambos os produtos foram eficazes no controle do
crescimento bacteriano nas feridas quando comparados aos grupos nao tratadas. No
entanto, o uso da forma farmacéutica creme retardou a contracéo das lesdes quando
comparadas com a solucdo, que néo interferiu no processo (LEE et al., 1984).
Pomadas contendo bacitracina, sulfato de neomicina e sulfato de polimixina B
apresentaram efeito positivo sobre a re-epitalizacéo de tecido lesionado em porcos,
com re-epitelizacédo potencializada pela presenca do zinco na formulacdo. Por outro
lado, a contracdo da ferida foi comprometida pela presenca do zinco (FAHIE;
SHETTKO, 2007). Em um estudo realizado por Lozier, Pope e Berg (1992), foi feita
uma comparacao dos efeitos de solucdes de diacetato de clorexidina diluidas a 0,05%
p/v em diferentes solventes, na cicatrizacao de feridas em cées. Todas as diluicdes
apresentaram atividade antimicrobiana, mas nao promoveram diferencas entre os
grupos tratados e controles em relacdo a contracao da ferida e re-epitelizacao.

Como mencionado anteriormente, a antibioticoterapia ndo deve ser empregada
como terapéutica Unica no tratamento das lesGes, uma vez que as infeccbes
comprometem a cicatrizacdo, mas, ndo sao a unica causa do ndo recrudescimento de
determinadas les6es (FOSSUM, 2013; WILLIAMS, 2009). Em um estudo realizado por
Arias et al. (2008), foi pesquisaram a susceptibilidade de microrganismos coletados
de feridas traumaticas naturalmente contaminadas de 18 animais (17 cdes e 1 gato)
a varias classes de antibidticos. A coleta era realizada em feridas cujos tratamentos
nao apresentaram boa evolucdo com o uso de medicamentos administrados pelas
vias topica e sistémica. Foi coletada secrecéo das feridas com swab, inoculados em
agar sangue, obtendo-se 20 isolados bacterianos. Destes, 70% eram bacilos Gram-
negativos como Proteus sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Aeromonas sp.,
Klebsiella sp. Escherichia coli, e 30% Gram-prositivos como Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp. Verificou-se a ocorréncia de baixa suscetibilidade aos 11
antimicrobianos testados pela Klebsiella sp (7 a 50%) e os autores destacaram que,

os antibiéticos que foram testados em mais de quatro isolados bacterianos,
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apresentaram 100% de resisténcia a amoxicilina + &cido clavulanico, cefalexina e
cefalotina. Neste contexto, o emprego de um extrato preparado a partir de uma planta
medicinal de uso popular consagrado, ao qual sdo atribuidas atividade antimicrobiana,

anti-inflamatoria e cicatrizante, € de grande interesse.

2.3 Roma

A romazeira (Punica granatum L.) € uma planta arbustiva, ramosa, que
pertence a familia Punicaceae, nativa do Afeganistdo, Ird, China e subcontinente
indiano. Hoje, € cultivada em todo o mundo, inclusive, no Brasil (GOMES, 2007). A
planta mede até trés metros de altura, possui folhas simples, cartaceas, dispostas em
grupos de 2 ou 3, com comprimento de 4 a 8 cm. Suas flores sao solitarias, com corola
vermelho-alaranjado e célice esverdeado duro. Seu fruto, a roma, é do tipo baga,
globodide, podendo medir até 12 centimetros. As sementes sdo envolvidas por arilo
roéseo, liquido e doce (DEGASPARI; DUTRA; 2011; LORENZI; MATOS, 2008). Da
massa total do fruto, as cascas representam cerca de 50%, os arilos 40% e as
sementes, 10% (CHRISTAKI; BONOS; FLOROU-PANERI, 2011; PATHAK;
MANDAVGANE; KULKARNI, 2016). Uma representacao do fruto, das suas sementes
e cascas e de um extrato seco das cascas do roma é dada na Figura 3.

A roma é bem conhecida por apresentar atividade antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatoéria, antioxidante, antiproliferativa, antiparasitaria, imunomoduladora,
anticonvulsivante, cardioprotetora, antiespasmodica, hipolipemiante, antitumoral,
cicatrizante e antidiabética (FAZIO et al., 2018; FLECK et al., 2016; KAUR et al., 2006;
MACHADO et al., 2003; SINGH et al., 2009). Na medicina popular € recomendada
para tratar faringites, laringites, bronquites, lesdes e abscessos de pele e mucosas,
diarreias de origem bacteriana e parasitaria, coélicas, hemorroidas, infeccdes de vias
urinarias e genitais, viroses em geral, infec¢des por fungos, conjuntivites, gengivites,
glossites e estomatites aftosas, entre outras patologias (NASCIMENTO-JUNIOR et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2006).

No Brasil, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Saude (2009a), regulamentou, como parte essencial das politicas
publicas de saude no pais, as a¢fes voltadas para a garantia do acesso seguro e uso

racional as plantas medicinais e de produtos originados destas, bem como o
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desenvolvimento de tecnologias e inovacgdes relacionadas a producéo de fitoterdpicos
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 econdémico e social originado do uso das plantas medicinais. Uma
das ac¢les deste programa foi o langamento, em 2006, da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que lista as espécies de plantas
medicinais. Nesta lista consta 71 espécies, dentre elas a monografia da Punica
granatum Linn. (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009b).

Figura 3- Imagem representativa de um fruto de romé e seus componentes

anatémicos (A); das sementes do fruto (B); das cascas de roma secas ao sol (C); e

do po grosseiro das cascas (D)

Fonte: ISMAIL; SESTILI; AKHTR, 2012 (Reproducéo autorizada pelo autor).

Entre as partes de interesse da planta, as cascas merecem destaque, sendo
caracterizadas pela presenca de rede interna de membranas e fibras (PHATAK;
MADAVGANE; KUKARNI, 2016; VILADOMIU, et al. 2013). A fruta é rica em muitos
compostos, entre eles estdo Compostos fendlicos, flavonoides, polissacarideos
complexos e minerais (CHARALAMPIA; KOUTELIDAKIS, 2017; CHIDAMBARA et al.,
2004; LANSKY; NEWMAN, 2007; MONEIM, 2012; VILADOMIU, et al. 2013). As
estruturas quimicas dos principais metabdlitos das cascas de roma sédo apresentadas
na Figura 4. Estes compostos estdo presentes tanto no suco quanto em extratos

obtidos em diferentes solventes e sistemas solventes, tais como agua, etanol, solu¢éo
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hidroetandlica, metanol, acetonitrila, entre outros (IGNAT; VOLF; POPA, 2011,
STALIKAS, 2007).

Aos diferentes extratos das cascas do romad sdo atribuidas atividades
farmacoldgicas diversas, principalmente, antisséptica, antioxidante, anti-inflamatéria,
antiparasitaria e cicatrizante (CHIDAMBRA et al., 2004; FLECK et al., 2016; HAYOUNI
et al.,, 2011; NEMA et al., 2013). Dados sugerem também a existéncia de acéo
antimicrobiana significativa sobre a proliferacao de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo os géneros Staphyloccocus, Streptoccus, Pseudomonas,
Proteus, Escherichia e Klebsiella, além de fungos como a Candida (MACEDO et al.,
2020; PAl et al., 2011).

As cascas representam cerca de 60% da massa residual gerada apos a
extracdo do suco de romd, sendo considerada, juntamente com as sementes (11%),
um agro-residuo comumente descartado pelas industrias. Em escala global, séao
gerados anualmente cerca de 1,62 milhdes de toneladas de biorresiduos provenientes
das cascas de romas utilizadas na producdo de suco (MAGANGANA et al., 2020;
PATHAK; MANDAVGANE; KULKARNI, 2016; VILADOMIU, et al. 2013). Outros
produtos preparados a partir do roma sao bebidas gaseificadas e geleias (SAMSURI
et al., 2020). Os subprodutos agricolas e os residuos do processamento de frutos se
acumulam em areas adjacentes aos locais de producdo. Como consequéncia da
putrefacdo desse material, pode ocorrer contaminacdo das aguas superficiais e do
solo, inclusive com a formacdo de compostos perigosos, como o metano (FAZIO et
al., 2018). Uma alternativa para 0 gerenciamento desse tipo de residuo,
especialmente daqueles que contém alto teor de compostos potencialmente
recuperaveis, € sua conversdo em produtos de alto valor agregado (FAZIO et al.,
2018; GERVASI et al., 2018). Uma vez que a casca de roma € constituida por
inimeros compostos bioativos de interesse farmacologico, ha um grande potencial da
casca ser convertida em produtos de valor agregado tais como insumos para uso nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (CHARALAMPIA; KOUTELIDAKIS,
et al.,, 2017; FAZIO et al., 2018; GULLON et al.,, 2020; KO; DADMOHAMMADI;
ABBASPOURRAD, 2021; SHABTAY et al., 2008). Portanto, justifica-se o interesse no
preparo de formulagdes farmacéuticas baseadas em compostos bioativos extraidos

das cascas de roma.
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Figura 4- Estrutura geral dos compostos fendlicos de maior importancia presentes
nas cascas do roma: (a) cianidina, (b) delfinidina, (c) perlagonidina, (d) acido elagico-
glicosideo, (e) acido elagico, (f) punicalina, (g) punicalagina, (h) acido gélico, (i)
acido cafeico e (j) catequina
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Fonte: VILADOMIU et al., 2013 (Adaptado).

2.3.1 Extratos de roma em produtos com finalidade antimicrobiana e cicatrizante

Muitas pesquisas propdem o uso de diferentes extratos de roma, provenientes
de partes variadas da planta, para o tratamento de lesées cutaneas em funcgéo tanto
da atividade antimicrobiana quanto da atividade antioxidante e anti-inflamatéria, o que
pode favorecer, de maneira geral, a eficacia do processo de cicatriza¢do. A seguir s&o
apresentados relatos do uso de roma com finalidade cicatrizante, empregando
métodos in vitro e in vivo, em animais e no homem.

Murthy et al. (2004) observaram que a aplicacdo de gel de carbémero 940

contendo 10% p/p de extrato metandlico do pericarpo do roma acelerou a reparagéo
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tecidual em excisbes de pele em ratos Wistar, em cerca de 7 dias, quando
comparados aos animais do grupo controle. A atividade de cicatrizac&o de feridas foi
avaliada pela medicdo da contracdo da pele e pela estimativa do conteudo de
coldgeno em termos de conteudo de hidroxiprolina.

Pirbalouti et al. (2010) avaliou a atividade cicatrizante de extratos etandlicos
das flores de malva 5,6% e roma 10%associados na cicatrizagao de lesdes induzidas
em ratos Wistar. Os animais foram divididos, aleatoriamente, em grupos tratados e
nao-tratados, utilizando pomada base como controle negativo, pomada de
nitrofurazona como controle positivo e com 0s extratos sozinhos ou associados.
Medidas da area das feridas e andlises histopatologicas das les6es foram utilizadas.
As lesdes em animais diabéticos tratadas com extrato de malva associado ao de roma
apresentaram reducao significativa na area quando comparadas aos dos animais do
grupo controle. Além disso, estudos histologicos de tecido da les&o obtido nos dias 9
e 18 apds administracéo dos extratos associados mostraram aumento da organizacao
das fibras de colageno, aumento de fibroblastos e presenca de poucas células
inflamatorias. Tais achados indicam que os extratos estimularam, efetivamente, a
contracao das feridas.

Hayouni et al. (2011) avaliaram o sucesso da administracdo de uma pomada
oleosa, preparada a partir de parafina, contendo extrato metandlico do pericarpo do
romd a 5% p/p, na cicatrizacdo de feridas em porquinhos da india. Os autores
observaram, mediante avaliacdo da contracdo da ferida e avaliagdo do periodo de
epitelizacdo, que ocorreu cicatrizacdo completa das lesées no 20° dia do tratamento,
sugerindo a ocorréncia de cicatrizacao total das lesdes.

Nayak et al. (2012) realizaram um estudo no qual avaliaram o uso de extrato
aquoso de cascas de roma veiculado em vaselina liquida na concentracéo (1:1) sobre
a cicatrizacao de feridas induzidas em ratos. Os animais foram divididos em 3 grupos
e foram tratados durante 15 dias. Os animais do primeiro grupo receberam apenas a
vaselina liquida (controle negativo); do grupo 2, foram tratados com o extrato em
vaselina, na concentracdo de 100 mg/Kg; e, do grupo 3, foram tratados com pomada
de mupirocina a 100 mg/kg (controle positivo). Os autores observaram que animais
tratados com a vaselina contendo o extrato exibiram reducéo de 95% da area da ferida
em comparagdao com o0s controles (84%), o que foi estatisticamente significativo

(p<0,01). Ainda, a re-epitalizacdo foi mais rapida nestes mesmos animais.
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Nema et al. (2013) pesquisaram a capacidade cicatrizante de uma pomada de
lanovaselina contendo extrato metandlico de cascas de roma a 10 e 15% p/p na
cicatrizacédo de feridas em ratos Wistar. Pomada de nitrofurazona foi utilizada como
controle positivo. Segundo os autores, as pomadas contendo o extrato em ambas as
concentragfes estudadas apresentaram maior habilidade de promover a contragéao
das feridas em comparagdo ao grupo controle, sendo maior a contragcdo para a
concentracdo mais elevada do extrato. O tempo de fechamento das feridas também
foi reduzido nos animais tratados com a pomada a 15% p/p.

Mo et al. (2013) investigaram a atividade cicatrizante de uma pomada contendo
extrato padronizado de casca de roma (acido elagico a 13%), em feridas induzidas em
ratos Wistar. Creme de triancinolona 0,1% e gel de diclofenaco 1% foram usados
como medicamentos de referéncia (controle positivo) e pomada base foi empregada
como controle negativo. Quando comparados os resultados dos grupos tratado e
controles, os autores observaram que o0 uso da pomada contendo o extrato acelerou
a cicatrizacao das feridas em comparacao aos demais.

Nascimento-Junior et al. (2016), investigaram a efetividade do suco da polpa e
do cha das cascas dos frutos de roma na cicatrizacdo de lesbes induzidas por
gueimadura no dorso da lingua de ratos Wistar, confeccionadas com instrumental
odontologico padrdo. Segundo os autores, o cha da casca aplicado localmente
associado a ingestdo do suco, se mostrou eficaz no tratamento das lesdes,
favorecendo a re-epitalizacéo e a cicatrizacao total apos 14 dias.

Bohneberger e Ramos (2018) avaliaram a acdo do oOleo de copaiba 5%
associado ou ndo ao extrato etandlico de roma e incorporados em pomada 10%, no
processo de cicatrizacdo de lesdes induzidas em linguas de ratos Wistar. O
tratamento consistiu na aplicacdo das pomadas sobre as les6es durante 5 dias. Apos
sacrificio dos animais nos dias 3, 7 e 14, foram confeccionadas laminas histolégicas
das lesfes. Nos animais tratados com a pomada de roma foi observada reducéo na
ocorréncia de inflamacéo aguda e em 80% dos casos, foi observada cicatriza¢do das
lesdes. Em 20% foi nortada ocorréncia de atrofia epitelial, significando cicatrizacéo e
fechamento da ferida.

Em um trabalho recente Zekry, Abdellatif e Azzazy (2020), relataram o preparo
de filmes eletrofiados baseados em matriz de poli(alcool vinilico) contendo extrato
metandlico de casca de roma a 1 e 2,5% p/p, associado ao mel. A citotoxicidade, a

atividade antimicrobiana e a eficacia cicatrizante dos filmes foram pesquisadas. Os
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autores observaram que os filmes se mostraram atoxicos, com atividade
antimicrobiana sobre cepas de S. aureus e E. 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 nestes
mesmos filmes, a atividade antibacteriana contra S. aureus e os padrdes histolégicos
das lesbes apresentaram melhora. Segundo os autores, os filmes de nanofibras de
extrato de roma e mel sdo promissores para 0 uso na cicatrizacao de feridas.

Batista et al. (2020) prepararam filmes eletrofiados contendo 1,25% p/p do
mesmo extrato de casca de roma utilizado no presente trabalho e pesquisaram a
biocompatibilidade e a atividade antimicrobiana preliminares dos filmes, empregando
métodos in vitro. O filme apresentou hemocompatibilidade adequada e a inibicdo do
crescimento foi observada para as cepas testadas, exceto para E. coli. Costa et al.
(2020), utilizaram 0 mesmo extrato para preparar filmes poliméricos a partir de blendas
poliméricas entre o poli(alcool vinilico), amido e poli(acido acrilico), utilizando o
método de moldagem e evaporacao do solvente. De acordo com os autores, os filmes
contendo o extrato a 1,25% p/p se mostraram nao téxicos e modularam positivamente
a proliferacéo celular em ensaios in vitro, pelo método “scratch assay”. Ainda, os filmes
apresentaram atividade antimicrobiana sobre cepas de S. aureus e S. epidermidis, se

mostrarando promissores para uso como antimicrobiano e cicatrizante.

2.4 Géis

As formas farmacéuticas usualmente empregadas no manejo farmacoldgico das
lesbes sdo as convencionais, tais como p6é, solucdo, creme, locdo, pomada, gel,
espuma e filme polimérico (LEITE; OLIVEIRA 2018). Segundo More e Arruda (2007),
para o adequado manejo farmacolégico de feridas, é necessario o desenvolvimento
de formulacdes que sejam de facil aplicacdo e remoc¢ao, com o objetivo de minimizar
o desconforto e permitir o exame das lesdes sem a retirada do produto. Entre estas
formas de apresentacdo se destacam os géis. Os géis hidrofilicos tém boa aceitacéo
para uso no preparo de medicamentos para o tratamento de lesdes por serem de facil
espalhamento e remocéo e, por manterem a umidade adequada no local de aplicagéo,

favorecendo a cicatrizacdo (CORREA et al., 2005).
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Géis podem ser definidos como formas farmacéuticas semissolidas,
preparadas a partir de um polimero espessante (agente gelificante) disperso em agua.
O agente gelificante € responsavel pelo fornecimento de viscosidade para o0s
sistemas, que sdo formados por particulas de dimensfes coloidais. Além do
gelificante, géis podem conter conservantes, sequestrantes e antioxidantes,
consoante o tipo de ingrediente farmacologicamente ativo a ser incorporado na
formulagdo. Ainda, podem conter umectantes, tamponantes ou modificadores de pH,
conforme a necessidade e a indicacao de uso (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Um dos principais polimeros gelificantes utilizados na &rea farmacéutica € o
carbémero, conhecido comercialmente como Carbopol® ou Acrypol®, um polimero
derivado do poli(acido acrilico) que forma géis aquosos anidnicos, incolores e estaveis
em pH entre 6 e 7. O carbdmero tem sua monografia inscrita no Handbook of
Pharmaceutical Excipients, sendo seu uso considerado seguro nas condi¢cdes corretas
de uso (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Uma vez que o carbémero € um polimero polieletrolitico de natureza anibnica,
deve ser neutralizado para atingir uma alta viscosidade, além de transparéncia e brilho
maximos (VARGES et al.,, 2019). Frequentemente, dispersdes aquosas de
carbémeros sao neutralizadas com alcalinizantes comuns, levando a formacao de um
sal a partir do polimero acido. Quando neutralizadas, as cadeias poliméricas
interconectadas pela presenca de reticulagbes comecam a se hidratar e se
desenrolam parcialmente, devido a repulsdo eletrostatica, formando aglomerados
irreversiveis, mantidos pela presenca de cadeias ramificadas de poliacrilato de alto
peso molecular. A formacédo destes emaranhados intercadeias impede o fluxo a baixas
tensdes de cisalhamento, mantendo a formacgéo dos géis. Reducao do pH a valores
inferiores a 5 ou aumento acima de 8 podem levar a quebra destes emaranhados,
com fluidificacdo dos géis. Durante a hidratacdo, as cadeias podem aumentar em até
10 vezes seu diametro original (KIM et al., 2003; VARGES et al., 2019).

Segundo o Handbook of Pharmaceutical Excipients, o carbémero € um
polimero, que possui classificacdes de acordo com seu peso molecular, que apresenta
viscosidades variadas em funcdo da densidade das cadeias interconectadas.
Atualmente, os principais tipos de carbémero utilizados na fabricacdo de
medicamentos e cosméticos séo o 940, 980, 996 e o Ultrez®, sendo preferidos por ndo
utilizarem solventes organicos como o metanol durante o processo de polimerizacao
(ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).
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Malheiros et al. (2011), testaram o efeito cicatrizante de extrato de Chamomilla
recutita (L.) a 10% p/p incorporado em gel de carbémero 1% p/p em creme base (cera
automeulsionante ndo iénica a 8% p/p) sobre lesbes em ratos Wistar. Na analise
macroscopica, as lesdes foram examinadas para verificar a presenca de hemorragia,
de extensdao de crostas (total, parcial ou ausente), de secrecao e de reparacao tecidual
(completa, parcial ou ausente). Na andlise do diametro das lesdes, verificou-se que
houve diferenca significativa apds 7 dias entre os animais dos grupos tratados com
gel de camomila quando comparado com o creme de camomila (p<0,001),
demonstrando que o gel de camomila apresentou maior efetividade na reparacao
tecidual ao longo de 14 dias. Os autores atribuiram a maior efetividade do gel devido
a caracteristicas umectantes e hidratantes do gel.

Yan et al. (2013) investigaram o efeito de um gel carbomero 940 contendo 30%
p/p de extrato etanolico de cascas de roma na 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 infiltracéo de
fibroblastos, producdo de colageno, vascularizacdo e re-epitelizacdo na area da
ferida.

Monteiro et al. (2015), avaliaram o processo de cicatrizacéo de lesGes cutaneas
em ratos diante o gel de carbémero a 2% contendo extrato hidroetandlico das folhas
de Moringa oleifera a 7%. Neste estudo foram utilizados 15 ratos wistar machos,
divididos em grupos de acordo com o tempo de tratamento, G7 (7 dias), G14 (14 dias)
e G21 (21 dias). Foram realizadas duas lesdes no dorso dos animais, sendo que uma
recebeu apenas o gel base (controle negativo), enquanto a outra recebeu o gel com o
extrato a 7%. Apos 21 dias foi observado formacao de colageno nas lesdes tratadas
com o gel contendo o extrato.

Alawdi et al. (2019) prepararam gel carbémero a 0,8% contendo extratos das
plantas Withania somnifera (ginseng indiano), Allium sativum (alho) e Curcuma longa
(acafrao) a 1% a fim de investigar a atividade cicatrizante das mesmas sobre feridas
cutédneas em coelhos. Neste estudo foram utilizados 30 coelhos machos adultos e
divididos em grupos de 6 animais, tratados com os géis dos extratos separadamente,
com ciprofloxacino (controle positivo) e com gel base (controle negativo). Os animais
receberam o tratamento uma vez ao dia por um periodo de 14 a 18 dias. Os animais
gue receberam o antibiético apresentaram a cicatrizacdo mais lenta, seguido pelo

grupo tratado com gel base. Nos animais tratados com o0s géis dos extratos a
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cicatrizacdo foi mais rapida (14 dias), ndo havendo diferenca significativa entre si e
entre 0S Mesmos.

Em outro estudo realizado por Duque et al. (2016) foi pesquisada a cicatrizacao
de feridas in vivo e atividade antioxidade in vitro de géis de carbémero a 1% contendo
extrato de Cecropia pachystachya (embalba) em acetato de etila, a 2% e 5%. A
atividade cicatrizante foi avaliada durante 21 dias em ratos machos da raca Wistar,
divididos em 3 grupos. Andlises histopatolégicas foram realizadas em laminas
preparadas nos dias 3°,7°,14° e 21° de avaliagdo. Os autores observaram que os
animais tratados com o extrato a 5% apresentaram edema e infiltrado inflamatério com
menor intensidade que aqueles dos demais grupos. A presenca de tecido reparo foi
notada nos animais tratados com ambas as concentracbes do extrato quando
comparados aos animais do grupo controle (sem tratamento).

Sengupta (2017) investigou a atividade cicatrizante de géis de carbomero
contendo extrato de hidroetandlico de Caléndula officinalis (CE) e Ocimum basilicum
Linn (OE), sozinhos ou associados, ambos a 2,5%. A avaliacdo da cicatrizacao foi
pesquisada pela contracdo da area da ferida e os resultados mostraram que houve
aumento significativo na atividade cicatrizacdo, com maior reducdo da area, nos
animais tratados com os geéis contendo os extratos em comparacédo com aqueles que
receberam o tratamento com o controle (gel base).

A incorporacéo de substancias ativas em géis, especialmente os iénicos, pode
provocar variacdo na estabilidade dos mesmos, motivo pelo qual deve ser feito um
rigoroso acompanhamento da formulacdo ap0s o preparo e ao longo do tempo
(FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Segundo requerimentos farmacopeicos e
regulatérios, em protocolos de delineamento e avaliacdo da qualidade de produtos
semissolidos, os seguintes atributos de qualidade devem ser avaliados: aparéncia,
pH, pesquisa de instabilidade frente a condicbes de estresse térmico e mecanico,
densidade especifica, viscosidade aparente, dureza, adesividade e teor do ingrediente
ativo de interesse. Além disso, atributos relacionados a sensacéao tatil, como toque,
contetdo de agua, espalhabilidade e o odor também devem ser avaliados, uma vez
gue sao essenciais para a aceitacdo dos produtos. Além da andlise sensorial e de
caracteristicas fisico-quimicas, a avaliacdo da qualidade microbioldgica dos produtos
também é requerida (ISAAC, et al., 2008)
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi preparar um gel de carbomero
contendo extrato bruto seco das cascas de roma (EBSCR) com potencial atividade
antimicrobiana com vistas ao uso no manejo de lesdes cutaneas de caes, com o intuito
de fundamentar o interesse pela agregacédo de valor a biorresiduos do roma oriundo

da agroindustria.

3.20bjetivos especificos

e Realizar a caracterizagéo quimica do EBSCR utilizando métodos qualitativos e
guantitativos;

e Determinar a concentracdo de interesse do EBSCR no gel mediante pesquisa
da atividade antimicrobiana in vitro;

e Avaliar a estabilidade preliminar do produto ao longo de 90 dias, em amostras
armazenados em temperatura ambiente (27 + 2° C) e sob refrigeracao (5 + 2°
C);

e Determinar o teor de fendis totais no gel mantido em temperatura ambiente (27
+ 2° C) e sob refrigeracéo (5 + 2° C), nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias;

e Avaliar a qualidade microbiolégica do produto armazenado em temperatura
ambiente (27 £ 2° C) e sob refrigeracéo (5 = 2° C), nos tempos 0 e 90 dias;

e Pesquisar a manutencéao da eficacia antimicrobiana nos produtos armazenados
em temperatura ambiente (27 £ 2° C) e sob refrigeracéo (5 + 2° C), nos tempos
0 e 30 dias.
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CAPITULO 1

Gel de carbdmero contendo extrato seco total de casca de rom& como
coproduto da agroindustria para uso como antimicrobiano e cicatrizante de

feridas?!

Carbomer gel containing dry total pomegranate peel extract as a coproduct of

agroindustry for use as antimicrobial and wound healing
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Resumo: A casca é um dos biorresiduos dos frutos de roma descartados apos
extracdo do suco, com potencial de ser convertido em produtos de valor agregado
para aplicacfes farmacéuticas em funcdo da presenca de compostos bioativos de
grande interesse farmacologico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da
preparacao de uma formulacdo a partir de gel de carbémero contendo extrato bruto
seco das cascas de roma (EBSCR), fundamentando o uso de biorresiduos do roma
como coproduto. Inicialmente, foram realizados ensaios para caracterizacao
guantitativa do EBSCR e, em seguida, a melhor concentracdo do extrato para o estudo
foi pesquisada em géis contendo o extrato 1,25% p/p (FG1), 2,5% p/p (FG2) e 3,75%
p/p (FG3). No gel com a concentracéao eleita (2,5% p/p; FG2), armazenado em duas
condicdes (sob refrigeracdo e condicdo ambiente), foram realizadas analises fisico-

quimicas e microbiolégicas ao longo de 90 dias, para avaliagdo da qualidade, da
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manutenc¢do do teor de fendis totais e da atividade antimicrobiana. O teor de fendis
totais encontrado no ESBCR foi de 61,92% e a atividade antioxidante total
determinada foi 93,8% (solucdo a 40 pL.mL?; semelhante a solucdo na mesma
concentragdo do BHT). A incorporacdo do EBSCR a 2,5% p/p no gel base de
carbomero originou um gel opaco, de cor amarelo-intensa, consistente e com boa
capacidade de espalhamento e remocao. O pH do gel com extrato, apGs o preparo,
foi 6,1. Ao longo do periodo de estudo, tais parametros sofreram alteracdes, sendo as
maiores encontradas para os produtos armazenados em condi¢cdes ambientais, por
mais de 30 dias. No entanto, as formulacbes se mantiveram integras e sem
fluidificacdo, ao fim do estudo. Nas amostras armazenadas por 30 dias (em condicéo
ambiente e sob refrigeracéo), ndo houve reducéo significativa do pH, a diminuicdo do
teor de fendis totais foi menor que 10% e foi observada manutencdo da atividade
antimicrobiana. A retencéo de fendis totais nos géis e a formacao de acido elagico e
acido galico, compostos bioativos que possuem atividade antimicrobiana, podem
explicar a alteracdo na cor das formulagdes, a diminuicdo do pH e a manutencédo da
atividade antimicrobiana. Por fim, as formulacbes atenderam aos requisitos
farmacopeicos para a contagem de microrganismos mesofilos totais e auséncia de
microrganismos patogénicos, sem alteracbes no periodo de 90 dias. A partir dos
resultados pode-se inferir que o emprego do EBSCR a 2,5% p/p no preparo de géis
com atividade antimicrobiana e cicatrizante é uma alternativa viavel para o

aproveitamento de biorresiduos do roma.

Palavras-chave: Punica granatum, biorresiduos, gel de carbdémero, atividade

antimicrobiana.
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1. Introducéo

O cuidado no manejo de feridas envolve uma série de medidas, uma vez que
problemas de perfusdo e oxigenacéo, inflamacéo excessiva e infecgdes séo fatores
gue contribuem para a cronicidade das lesbes, que devem ser alvo de diferentes
abordagens, entre as quais, a farmacoldgica (HARDING; MOORE; PHILLIPS, 2005).
A administracdo de analgésicos, anti-inflamatérios, promotores de crescimento e
antimicrobianos, por via sistémica ou topica, pode favorecer a reparacao tecidual no
menor tempo possivel com o minimo de dor e desconforto (ENOCH; LEAPER, 2005;
POLERA et al., 2019). O potencial uso de derivados vegetais como 6leos essenciais
e extratos totais ou fracionados para o tratamento de feridas, em substituicdo a
farmacos sintéticos, tem sido relatado em inameros estudos (DAS et al., 2017,
PATTANAYAK et al., 2012; SHEDOEVA et al., 2019; ALVEN; NQORO; ADERIBIGBE
2020).

As cascas e as sementes dos frutos da romézeira (Punica granatum L.;
Punicaceae), obtidos em diferentes solventes sdo ricos em compostos bioativos como
os acidos fendlicos (acido elagico, acido galico, acido ferdlico, entre outros),
antocianinas (cianidina, delfinidina, pelargonidina) e taninos hidrolisaveis
(elagitaninos, punicalagina, punicalina, granatina, principalmente), aos quais Sao
atribuidas inumeras atividades (MACHADO et al., 2003; CHEN et al.,, 2020;
PUNEETH; CHANDRA, 2020). O emprego de diferentes partes do romad como
antimicrobiano e cicatrizante é amplamente relatado (MURTHY et al., 2004; ISMAIL;
SESTILI; AKHTAR, 2012; FLECK et al., 2016; FERNANDES, 2017; DOOSTKAM,;
IRAVANI; BASSIRI-JAHROMI, 2019; FARIA; PEREIRA, 2019; SANTOS, 2019;
ABDEALSIEDE et al., 2020; COSTA et al., 2020). De acordo com a literatura, a
atividade antimicrobiana dos taninos se deve a capacidade destes se ligarem
guimicamente a proteinas dos microrganismos, promovendo precipitacdo e
promovendo a lise celular, com inativacdo microbiana. Ja a atividade cicatrizante é
atribuida ao rico potencial antioxidante dos compostos fendlicos, capazes de inativar
radicais livres e reduzir o estresse oxidativo celular (GUO et al., 2008; CHEN et al.,
2020; KO et al., 2020; PUNEETH; CHANDRA, 2020; SOLTANZADEH et al., 2020).

As cascas representam cerca de 43% da massa residual gerada apés a
extragdo do suco de roma, sendo considerada, juntamente com as sementes (11%),

um residuo agroindustrial comumente descartado pelas industrias. Em escala global,
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sdo gerados anualmente cerca de 1,62 milhdes de toneladas de biorresiduos
provenientes das cascas dos romas usados na manufatura de suco (PATHAK;
MANDAVGANE; KULKARNI, 2016; KO et al., 2020; MAGANGANA et al., 2020).
Outros produtos preparados a partir do roma sao bebidas gaseificadas e geleias
(SAMSURI et al., 2020). Os subprodutos agricolas e os residuos do processamento
de frutos se acumulam em &reas adjacentes aos locais de producédo, levando a
putrefacdo desse material, causando contaminacéo das aguas superficiais e do solo,
inclusive com a formacgédo de compostos, como o metano (FAZIO et al., 2018). Uma
alternativa para o gerenciamento desse tipo de residuo, especialmente daqueles que
contém alto teor de compostos potencialmente recuperaveis, € sua conversao em
coprodutos de alto valor agregado (FAZIO et al., 2018; GERVASI et al., 2018). Uma
vez que a casca de roma é constituida por inGmeros compostos bioativos de interesse
farmacologico, ha um grande potencial da casca ser convertida em insumos para uso
nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmeética (SHABTAY et al.,, 2008;
CHARALAMPIA; KOUTELIDAKIS, et al., 2017; FAZIO et al., 2018; GULLON et al.,
2020; KO; DADMOHAMMADI; ABBASPOURRAD, 2021; EL BARNOSSI,
MOUSSAID, HOUSSEINI, 2021).

Os compostos bioativos do roma podem ser obtidos em solventes e sistemas
solventes variados, sendo que os polares tém maior capacidade de extracdo dos
compostos polifendlicos de maior interesse (ISMAIL; SESTILI; AKHTAR, 2012). A
literatura relata a existéncia de alta atividade antioxidante para extratos de cascas de
roma obtidos em metanol, etanol e solucdo hidroetandlica, principalmente (NEGI;
JAYAPRAKASHA, 2003; STALIKAS, 2007; ZAHIN et al., 2010). Extratos obtidos a
partir destes solventes séo, geralmente, hidrossollveis, o que favorece aincorporacao
em formas farmacéuticas hidrofilicas. InUmeros estudos propuseram a incorporagao
dos extratos de roma em formas farmacéuticas liquidas e semissélidas aquosas para
uso topico, tais como solucdes, géis, cremes e filmes poliméricos (MURTHY et al.,
2004; HAYOUNI et al. 2011; NAYAK et al., 2013; NEMA et al., 2013; AMAL et al.,
2015; FLECK et al., 2016; ZEKAVAT et al., 2016; MACHADO et al., 2019; BATISTA
et al., 2020; COSTA et al., 2020).

No manejo diério das feridas, especialmente das crbnicas, atencdo especial
deve ser dada para os procedimentos de limpeza e administragdo de medicamentos,
uma vez que o processo é doloroso e desconfortavel para o paciente (PRICE et al.,

2008). Assim, o desenvolvimento de formulac¢des farmacéuticas de facil aplicacdo e
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remocao, que aumentam o conforto e a aceitacdo do paciente e, asseguram a
possibilidade de um facil exame da regido lesada, vem sendo objeto de estudos
(MACHADO et al., 2019). Quando aplicados topicamente, géis se espalham com
facilidade e favorecem a manutencdo de um ambiente Umido, apresentando facilidade
de remocéo e visualizacao das lesdes (SAGHAZADEH et al., 2018).

Neste cenario, 0 objetivo do presente trabalho foi preparar um gel de carbémero
contendo extrato bruto seco obtido a partir de extracao das cascas de roma em etanol
hidratado, com vistas ao uso como antimicrobiano no tratamento de lesbes cutaneas
em caes. As cascas de roma, fonte ricas em compostos bioativos antimicrobianos e
antioxidantes, se caracterizam como residuos e coprodutos subutilizados ou
descartados por industrias agroalimenticias e, seu uso para a obtencao de extratos
para uso medicinal pode ser considerado uma estratégia promissora, agregando valor
ao produto e beneficiando o meio ambiente. Ainda, o emprego do extrato bruto seco,
sem fracionamento prévio, aumenta o rendimento e reduz os custos produtivos, uma
vez que utiliza menos solventes. Apos o preparo das formulacdes, a qualidade fisico-
guimica e microbioldgica da formulagéo de interesse foram pesquisadas em produtos
armazenados em temperatura ambiente (27 + 2° C) e sob refrigeracdo (5 + 2° C),
durante 90 dias. A manutencédo da eficacia antimicrobiana também foi avaliada.
Apesar de inumeros trabalhos proporem o uso de biorresiduos do roma pra diversas
finalidades, nenhum artigo encontrado relata o preparo, a pesquisa da qualidade

fisico-quimica e microbiolégica e, a avaliacdo da atividade dos produtos obtidos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

O carbdémero ou poli(acido acrilico) 980 (viscosidade média a 0,5% e pH de 7,5:
40.000 a 60.000 cP; teor de &cido carboxilico entre 56 e 68%), foi adquirido da
empresa Henrifarma. Os demais excipientes de grau farmacéutico utilizados na
manipulacdo do gel foram adquiridos de fornecedores nacionais. O tampéao fosfato
salino (pH 7,4), a solucdo &cido citrato-dextrose e o DPPH, foram compradas da
Sigma-Aldrich (USA). Os meios de cultura Mueller-Hinton agar (MHA), Brain Heart
Infusion (BHI), caldo e agar caseina soja, agar Sabouraud-Dextrose, caldo e agar
MacConkey, agar xilose lisina desoxicolato (XLD), agar cetrimida, &gar sal de manitol,

procederam do HiMedia Laboratories (India). O reagente Folin-Ciocauteau e o etanol
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98,8% foram adquiridos da empresa Dinamica; o 4cido gélico e o carbonato de sédio,
da Vetec.

O extrato bruto seco das cascas de roma (EBSCR) utilizado neste estudo foi
preparado no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), campus de Alegre (Brasil), como previamente descrito por Batista et
al. (2020). De maneira geral, o EBSCR foi obtido apds maceracao e percolacdo do p6
grosseiro proveniente das cascas em alcool etilico hidratado (92,8% p/p), seguido de
rotaevaporacdo para eliminacdo do solvente, congelamento em nitrogénio liquido e

liofilizacdo até completa secagem do po.

2.2 Quantificagdo de fendis totais

O conteudo de fendis totais no EBSCR foi determinado pelo método
colorimeétrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Resumidamente, em cada
poco de uma microplaca foram adicionados 50 puL de agua purificada, 50 pL da
solucdo-estoque de acido galico e 50 pL da solucdo do extrato (0,6% p/v; agua
purificada). Em cada um dos poc¢os contendo as solucdes diluidas foram adicionados
175 pL de agua purificada e 25 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (1 N). A placa foi
agitada e deixada em repouso por 5 min, ao abrigo da luz. Em seguida, em cada poco
foram adicionados 25 pL de solugéo aquosa de Na>-COsz a 10%. Apos incubacéo (1 h,
temperatura ambiente, no escuro) a absorbancia a 725 nm foi medida usando um
espectrofotometro UV-VIS (THERMO FISHER, Multiskan GO, Finlandia). Os
resultados foram obtidos pela construcéo de curvas analiticas de acido galico dentro
da faixa de concentracdo de 0,195 a 25 pg.mL*. O teor de fendis totais (FT) foi
determinado por interpolacdo da absorvancia da amostra do extrato na reta analitica
do acido gélico, sendo o FT expresso como miligramas de equivalente de acido gélico
(EAG) por grama de amostra testada. Para o célculo, foi empregada a Equacéo 1,
onde: FT é o teor de fendis totais; F € a concentracdo de fendis da amostra-teste

(ug.mL1); e, A é a concentracdo de fendis totais no extrato (ug.mL™2).

FT ==X 1000 [Equacao 1]
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2.3 Determinagéo da atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total (AAT) do EBSCR foi determinada pelo método de
captura do radical organico livre empregando o reagente 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), com adaptacdes na metodologia descrita por Ndayishimiye e Chun (2017).
Inicialmente, foram preparadas solucdes etandlicas do extrato em estudo e do
butilhidroxitolueno (BHT) na faixa de concentracdo entre 1000 e 3000 pg.mL-i.
Solucéo de DPPH dissolvido em etanol (4 pg.mL?) e etanol puro foram utilizados como
controle positivo e negativo, respectivamente. A 3 mL de cada uma das solugdes em
estudo e ao etanol puro foram adicionados 2 mL da solucdo de DPPH. As solucdes
foram homogeneizadas e deixadas em repouso por 2 h, no escuro. Em seguida, a
leitura das absorvéncias foi efetuada a 515 nm em espectrofotometro UV-Vis
(EDUTEC, modelo EEQ-9023, Brasil). A porcentagem de sequestro de DPPH foi
calculada usando a Equacéo 2, onde, Ag = absorbancia do controle negativo e An =

absorbancia da amostra na concentracao n.

A0—An
A0

% sequestro = x 100 [Equacéo 2]

Os dados dos valores dos percentuais de sequestro versus a concentracédo do
DPPH foram linearizados utilizando método dos minimos quadrados (Excel®) e
empregando modelo exponencial. A partir da reta linearizada foi obtida a equacéo da
reta para célculo das concentracfes minimas eficazes do extrato para reduzir 50% e
90% do DPPH (CEso € CEg).

2.4 Preparo dos géis base e medicamentoso
Inicialmente, foram manipulados 300 g de gel base de carbédmero 980 a 1% p/p
nos quais foram incorporadas trés concentracées do extrato, conforme férmulas

apresentadas na Tabela 1.



236
237

238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258

60

Tabela 1. Composicao qualitativa e quantitativa do gel base e com diferentes

concentragdes do extrato (1,25, 2,5 e 3,75% p/p).

Componentes Quantidade (Y%p/p) Funcao farmacotécnica
Base FGl1 FG2 FG3

Carbomero 980 10 10 10 1,0 Gelificante
Metilparabeno 0,15 0,15 0,15 0,15 Conservante
Propilparabeno 0,05 0,05 0,05 0,05 Conservante
Propilenoglicol 40 40 4,0 4,0 Cossolvente eumectante
EDTA 01 01 01 o0, Sequestrante
Metabissulfito de s6dio 0,2 0,1 0,1 0,1 Antioxidante
Agua purificada 94,6 94,6 94,6 94,6 Veiculo
AMP Ultra gspH6,5a7,0 Alcalinizante
EBSCR - 1,25 2,50 3,75 Composto bioativo

Para a manipulacdo do gel base, os conservantes foram solubilizados em
propilenoglicol ligeiramente aquecido e a esta solucdo, foi adicionada a agua
purificada contendo EDTA e metabissulfito de sodio previamente dissolvidos. Em
seguida, o carbémero foi disperso na mistura, que foi deixada em repouso para
hidratacédo por 8 h, sob refrigeracdo. No dia seguinte, o pH da dispersao foi ajustado
para 6,5 a 7,0 com aminometilpropanol (AMP), até a formacdo de gel transparente,
limpido e sem grumos. O extrato foi incorporado diretamente no gel mediante
levigacdo com parte da base, em gral, com auxilio de pistilo. As formula¢des contendo
0 EBSCR foram denominadas FG1 (1,25% p/p), FG2 (2,5% p/p) e FG3 (3,75% p/p).

Apb6s definicdo da melhor concentracdo do extrato, foi preparada uma nova
partida de 1,5 Kg do gel base, empregando o mesmo procedimento descrito
anteriormente. Em 1 Kg do GB foi incorporado o EBSCR. O gel base e o gel
medicamentoso foram armazenados em potes de polietileno de alta densidade de 50

g, opacos e herméticos.

2.5 Definicdo da melhor concentracdo do extrato no gel

A escolha da melhor concentracdo do extrato foi determinada mediante
avaliacdo da atividade antimicrobiana nos géis FG1, FG2 e FG3, empregando método
de difusdo em &gar, segundo protocolo CLSI (2019) com modificagcbes. Foram

empregadas as linhagens padrao de Escherichia coli (ATCC 25.922), Staphylococcus
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aureus (ATCC 25.923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12.228) e Candida
albicans (ATCC 24.433). Para este experimento, 0S microrganismos foram
previamente cultivados em caldo BHI (35° C £ 2° C) por 24 h e a concentracao da
suspensao microbiana foi ajustada para 0,5 na escala McFarland, utilizando solucao
salina estéril (0,9% de NaCl). Em seguida, meio MHA recentemente preparado foi
transferido para as placas e, com auxilio de swab, as linhagens foram semeadas sobre
0 meio.

Amostras com massas padronizadas (175 mg) dos géis foram colocadas em
pocos de 6 mm de diametro feitos nas placas com o auxilio da parte superior de
ponteiras estéreis. As placas foram incubadas (35° + 2° C) por 24 - 48h. O diametro
das zonas de inibicdo foi medido em milimetros (mm). Discos contendo tetraciclina
(30 pg) e solucéo anfotericina B (20 pg) foram utilizados como controle positivo para
as bactérias e fungos, respectivamente e, para comparacado entre as replicas,
conforme o protocolo CLSI. Gel base com conservante e gel base sem conservante
foram utilizados como controle negativo e para avaliar a possibilidade de interferéncia

do conservante no ensaio, respectivamente.

2.6 Avaliacao de atributos de qualidade fisico-quimica do gel

As analises nos géis (GB e FG2) seguiram orientacdes descritas em compéndios
oficiais do Brasil, a saber: Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL,
2004), do Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2008) e
da Farmacopeia Brasileira 62 ed. (2019). Ensaios complementares foram realizados
em conformidade com a literatura cientifica. As andalises no gel base foram realizadas
no tempo 0 enquanto em FG2, nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias, nos produtos
armazenados em temperatura ambiente (27 + 2° C) e sob refrigeracdo (5 £ 2° C). A
temperatura de 27° C foi a média determinada no periodo do estudo (outubro de 2020

a marco de 2021) no municipio de Alegre (ES), Brasil.

2.6.1 Andlise visual e sensorial

Um grama (1 g) dos produtos foi colocado em vidro reldgio e analisados contra
fundo branco para verificacdo da aparéncia (brilho, presenca de bolhas, auséncia de
grumos), cor, uniformidade de cor (marmorizacdo) e odor. Para analise sensorial, uma

colher de cha foi colocada no dorso da mado e espalhado, sendo avaliados 0s
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parametros: facilidade de espalhamento, pegajosidade, cobertura, residual de

umidade e maciez.

2.6.2 Determinacao do pH

O pH das formulagdes foi determinado por potenciometria, mediante insercéo
do eletrodo diretamente nas amostras, empregando potencidémetro digital de bancada
(DIGIMED, modelo DM22, Brasil).

2.6.3 Andlise do perfil de textura (TPA)

O perfil de textura foi avaliado empregando texturémetro (BROOKFIELD,
modelo CT3, USA), segundo método adaptado de Tai, Bianchini e Jachowicz (2014).
As analises foram realizadas no modo de compressao em dois ciclos, mediante a
medida da resisténcia a penetracéo e remoc¢ao de uma sonda tipo cilindro acrilico com
2,54 cm de diametro e sensibilidade de for¢ca de 10 g. A sonda foi colocada em contato
com as amostras e foi inserida a uma velocidade de 2 mm.s, a uma profundidade

pré-definida de 8 mm.

2.6.4 Resisténcia ao estresse térmico e mecanico

Para o teste de estresse térmico, pesou-se 5 g de cada amostra que foram
transferidas para tubos Falcon e levados para banho-maria (FANEM, 100, Brasil). As
amostras foram submetidas a temperaturas entre 40° e 60° C, com rampas de
aquecimento de 5° C a cada 15 min. Para avaliacdo da resisténcia ao estresse
mecanico, amostras de 5 g colocadas em tubos Falcon foram centrifugadas
(centrifuga DAIKI, modelo 80-2b, China) nas velocidades de 1000, 2500 e 3500 rpm,
com duracédo de 15 min cada ciclo. Em cada ciclo de calor e centrifugacdo as amostras
foram avaliadas visualmente para pesquisa de alteracdes tais como alteracédo da cor,
formacdo de precipitado, pesquisa de material em flutuagcdo e ocorréncia de

fluidificacdo, principalmente.

2.7 Doseamento do teor de FT nos géis e manutencdo da atividade
antimicrobiana

Para pesquisa do teor de FT nos géis FG2 foi utilizado método descrito para
doseamento de FT no extrato puro, com adaptacdes. A interferéncia do GB nas

leituras foi pesquisada preliminarmente mediante a obtencdo de espectros de
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varredura. Para o preparo das amostras, 500 mg dos géis foram diluidos em 10 mL
de &gua deionizada e a disperséo foi centrifugada (centrifuga DAIKI, modelo 80-2b,
China) para remocdo de possiveis particulas suspensas. Em seguida, foram
realizadas diluicdes sucessivas da amostra em agua deionizada, até a obtencédo de
solugdes com concentracdes entre 115 e 0,800 pg.mLt. As demais etapas foram
realizadas conforme procedimentos anteriormente relatados para a determinacao de
FT no extrato. Para cada tempo de analise foi tragcada uma reta analitica do &cido
galico, sendo considerada adequadas para o trabalho aquelas com coeficiente de
correlagao (r) = 0,99.

Para pesquisa da manutencdo da eficacia antimicrobiana nos géis FG2
armazenados nas duas condi¢cdes, ao longo do tempo, foi empregada a mesma
metodologia descrita em 2.5 para definicdo da melhor concentracdo do EBSCR nas
formulacdes. Além das cepas anteriormente testadas, neste estudo foi incluida a cepa

ATCC 27.853 de Pseudomonas aeruginosa.

2.8 Anédlise estatistica

Quando aplicavel, andlises estatisticas foram feitas em triplicata e foi calculada
a média e o desvio padréo e a comparacao das medias foi realizada empregado teste
ANOVA, seguido do teste de Tukey, ambos a 5% de significancia, utilizando-se o
programa PAST® (v. 2,17).

2.9 Avaliacao da qualidade microbiol6gica do gel

As amostras dos géis foram submetidas aos ensaios de controle de qualidade
microbiolégico descritos na 6% ed. da Farmacopeia Brasileira (2019), conforme
metodologia para andlise de produtos néo estéreis. Foram realizados os ensaios de
contagem total de microrganismos aerobios mesofilos totais e a pesquisa de
microrganismos patogénicos. A qualidade microbiolégica das formulacdes foi
pesquisada nos tempos 0 e 90 dias. Todos os estudos foram feitos em triplicata para

melhor resolucédo dos dados.

2.9.1 Contagem do numero total de microrganismos mesofilos
Inicialmente, 10 g de cada amostra do GB e FG2 em condi¢des ambiente (CA)
e sob refrigeracdo (SR), foram homogeneizadas com 1 mL de polissorbato 80 (Tween®

80). Posteriormente, esta foi suspensa em 90 mL de caldo caseina soja (SCB)
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formando uma suspensao de trabalho na propor¢ao 1:10. A partir da suspenséo inicial,
foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, de 10 a 10°, em SCB. Para a
contagem do numero total de bactérias aerdbicas, 0,1 mL de cada diluicdo foi
inoculado na superficie de placas contendo meio agar caseina soja. As placas foram
incubadas (32,5 + 2,5° C) por 5 dias. Para a contagem do nimero total de bolores e
leveduras, 0,1 mL de cada diluicéo foi inoculado na superficie de placas contendo agar
batata. As placas foram incubadas (22,5 + 2,5° C) por 7 dias. ApGs 0 crescimento,
utiizando a média aritmética das placas foi calculado o nimero de unidades

formadoras de col6nias por grama de amostra (UFC/g) (BRASIL, 2019).

2.9.2 Pesquisa de microrganismos patogénicos

Para a pesquisa de Escherichia coli, foi preparado o pré-indculo bacteriano
mediante inoculagéo de 10 mL da suspensao inicial da amostra (1:10) em 90 mL de
SCB. O pré-indculo foi incubado (32,5 + 2,5° C) por 18 a 24 h. Em seguida, foi
transferido 1 mL do pré-inéculo para 100 mL de caldo MacConkey, com incubacéo (43
+ 1° C) por 24 a 48 h. Finalmente, foi realizada subcultura em placas de agar
MacConkey incubadas (32,5 + 2,5°C) durante 18 a 72 h. Ap0s o0 crescimento, a
presenca de colbnias sugestivas de E. coli deve ser confirmada por testes de
identificacdo (KONEMAN et al., 2001).

Os pré-inodculos como preparados anteriormente também foram usados para
pesquisa de Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa e S. aureus. Para a pesquisa
de Salmonella spp., foi transferido 0,1 mL do pré-inéculo contendo a amostra
enriquecida em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), seguido de incubacéo
(32,5 = 2,5° C) por 24 h. Posteriormente, foi realizada subcultura em placas de agar
desoxicolato-lisina-xilose (XLD) e incubacdo na mesma temperatura por 18 a 48 h.
Apods o crescimento, a presenca de colbnias sugestivas de E. coli deve ser confirmada
(KONEMAN et al., 2001).

Para a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, foi transferido uma alca do pré-
inéculo para placas de agar cetrimida, seguida de incubacao (32,5 + 2,5° C) durante
18 a 72 h. A presenca provavel de colbnias sugestivas de P. aeruginosa deve ser
confirmada por testes de identificagdo (KONEMAN et al., 2001).

Por fim, para pesquisa de S. aureus, foi semeado 1 alca do pré-inéculo
enriquecida em placas de Agar sal de manitol. As placas foram incubadas (32,5 + 2,5°

C) durante 18 - 72 h. O crescimento de colénias amarelas ou brancas, rodeadas por
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zona amarela indicava presenca provavel de S. aureus, confirmadas por testes de
identificacdo (KONEMAN et al., 2001).

3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacao quimica do EBSCR

Frutas vermelhas, entre as quais o roma, sédo caracterizadas como fontes ricas
em compostos fendlicos tais como acidos fendlicos, flavondides e taninos,
principalmente, sendo a presenca destes compostos bioativos, um importante
indicador da existéncia das atividades farmacolégicas antioxidantes e antimicrobiana
(; GARDELI et al., 2019; GULLON et al., 2016). No presente trabalho, para pesquisar
o teor de fendis totais (FT) no ESBCR foi realizado doseamento empregando método
colorimétrico baseado no reagente Folin-Ciocalteu. A curva analitica obtida para o
acido galico bem como a equacéo da reta sdo dadas na Figura 1. O método foi
desenvolvido de maneira adequada, com coeficiente de linearidade maior que 0,99,
assegurando boa correlacdo entre a concentracdo de acido galico e a absorvancia
medida. A equacao da reta obtida foi “y = 0,0413x + 0,00533”. De acordo com 0s
resultados, o EBSCR apresentou teor de fendis totais de 61,92 mg.g* EAG, valor em

conformidade com a literatura.

Absobincia
[=)
"

v =0,0431x + 0,0533
04 o R?=0,0973

50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

concentragéo (pg/mL)

Figura 1- Reta analitica e equacdo da reta do acido galico obtida por

espectrofotometria a 725 nm, em metanol, pelo método do reagente Folin-Ciocalteu.

Padmaja e Prasad (2011) prepararam extratos das cascas de roma obtidos em
diferentes solventes, inclusive etanol, e procederam a quantificacdo de FT
empregando o mesmo método do presente estudo. Segundo os autores, o valor de
FT para o extrato etandlico foi 20,39 mg. g* EAG. El-Said et al. (2014) obtiveram
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teores de FT para extratos secos das cascas de roma obtidos por diferentes métodos
e solventes que variaram de 13,98 a 17,78 mg.gt EAG. Para o extrato em metanol, o
valor foi de 14,23 a 16,34 mg.g* EAG. Segundo resultados obtidos por Li et al. (2006),
os valores de FT para extratos da polpa e das cascas de roméa, obtidos por uma
mistura de solventes (acetona, agua, metanol e etanol), foram 24,4 mg.g! EAG e
249,4 mg.gt EAG , respectivamente. Hasnaoui et al. (2014), obtiveram valores de FT
para extratos das cascas de roméa obtidos em etanol e acetona entre 205,07 e 261,70
mg.gl EAG, respectivamente. Derakhshan e colaboradores (2018) encontraram
teores de FT para extratos etanodlicos de cascas de roma que variaram entre 70 e 415
mg.gl EAG conforme o tipo de cultivar de roma analisado. Gullon et al. (2016)
utilizaram o mesmo método do presente trabalho para quantificar o teor de fenois
totais e obtiveram um valor de 19,3 mg.g* EAG em amostras de extrato obtido a partir
da farinha de cascas de roma em sistema solvente metanol:agua. Para Fazio et al.
(2018), apesar dos maiores valores de FT nas cascas de roma relatados para o
metanol, o uso deste solvente deve ser evitado, uma vez que pode deixar residuos no
extrato e comprometer o seu emprego. Segundo Celiktas et al., 2007 e Gozlekgci et
al. (2011), que analisaram o teor de FT em extratos de diferentes partes de romas
obtidos de cultivares variados, a variabilidade nos resultados encontrados e relatados
se devem a heterogeneidade de compostos bioativos presentes nas amostras, cuja
gualidade e quantidade variam de acordo com 0s estagios de crescimento das
plantas, das condi¢cbes de cultivo, das partes estudadas, das formas de extracéo e
dos tipos de solventes extratores empregados.

A eficacia antimicrobiana do extrato das cascas de roma sobre cepas de
bactérias e fungos é associada a presenca de taninos hidrolisaveis extraidos,
principalmente, em solventes polares. Estes compostos bioativos, possuem a
capacidade de se complexarem com proteinas e enzimas dos microrganismos,
inativando-as, promovendo lise celular e a morte das bactérias e fungos
(ABDOLLAHZADEH et al., 2011; FLECK et al.,, 2016; MACHADO et al., 2002;
PRASHANTH; ASHA; AMIT, 2001). Gullon et al. (2016) correlacionaram os valores
das concentragdes inibitérias minimas do extrato obtido a partir da farinha de casca
de roma, sobre cepas de Listeria monocytogenes, Listeria innocua, S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli e Salmonella sp., compreendidas entre 20 e 50 mg.mL%, a
presenca de concentracdo consideravel de fendis totais no extrato estudado (19,3

mg.gt.EAG). Resultados de Pagliarulo et al. (2016) sugeriram que extratos
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hidroetandlicos (50:50 etanol:agua), brutos e purificados, preparados a partir tanto do
arilo quanto da casca de romds, com FT de cerca de 21 mg.g™* EAG, tiveram efeito
inibitorio positivo sobre o crescimento bacteriano de S. aureus e E. coli.

Outro importante parametro a ser pesquisado no EBSCR, indicativo da sua
funcionalidade para a finalidade pretendida, € sua capacidade antioxidante. O gréafico
da % de inibicdo do DPPH em funcao da concentracdo do extrato e do BHT é dado
na Figura 2.

100 ¢

BBHT @ESBCR

% de inibigdo
5 2 ]

=)
=

32

Concentragéo (pg.mL-")

Figura 2- Porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelo BHT e o EBSCR.

A inibicdo do reagente DPPH é um método amplamente utilizado para
investigar a atividade antioxidante de varios compostos bioativos. A técnica se baseia
na mudanca de coloracdo do meio, uma vez que o DPPH é um radical livre estavel,
de cor purpura, que ao ser reduzido, se torna amarelo. O radical é sensivel mesmo
para a deteccdo de baixas concentracfes de compostos antioxidantes presentes em
diferentes extratos (HSEU et al., 2008). O método é simples, rapido e sensivel, ndo
requerendo reagentes caros ou instrumentacdo sofisticada, uma vez que o radical
DPPH é estavel temperatura ambiente (BRAND-WILLIANS; CUVELICI; BERSET,
1995; SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

A AAT para a maior concentracédo testada do extrato (40 pug.mL™?) foi de 93,8%
enquanto que para a solucdo de BHT (40 pg.mLt), o valor foi 70,96%. Quando
comparados os valores da AAT do EBSCR e do BHT, é possivel notar que, nas
mesmas concentracdes, o primeiro foi mais efetivo na inibicdo do DPPH que no
antioxidante sintético. O aumento na concentracdo tanto do extrato quanto do BHT
ocasionou aumento na atividade na inibicdo do radical DPPH. Os valores das
concentracdes minimas eficazes (CE) do EBSCR para reduzir o DPPH em 50% e 90%

foram 14,44 pg.mL* e 39,82 pug.mL?, respectivamente. Concentracdes maiores de
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BHT foram necessérias para inibir 50 e 90% do reagente quando comparado com 0s
valores do EBSCR: para o BHT, os valores da CEsp € CEg foram 30,87 pug.mL! e
117,12 pg.mL*. Portanto, é possivel concluir que o extrato etanélico das cascas de
roma apresentou atividade inibitéria da oxidacdo maior que aquela observada para o
antioxidante sintético BHT.

No estudo de Pal et al. (2017), a inibicdo de 50% do DPPH foi obtida quando
um extrato etandlico de cascas de roma foi utilizado na concentragdo de 16,78 pg.mL-
1, valor semelhante ao observado no presente trabalho. Os autores associaram a AAT
elevada ao alto conteddo de compostos fendlicos presentes no extrato. Resultados
reportados por Chidambara e colaboradores (2004), mostraram que o0 extrato
metandlico de cascas de roma na concentracdo de 50 pg.mL foi capaz de inibir o
DPPH em 81%. De acordo com dados do presente trabalho, foram necessarios cerca
de 32 pg.mL*! para inibir o DPPH em, aproximadamente, 84%. Inimeros trabalhos
relatam maior AAT para os diferentes extratos de romé& quando comparados a outros
antioxidantes sintéticos pesquisados, tais como BHT, BHA e &cido ascorbico,
corroborando os nossos resultados encontrados (NEGI; JAYAPRAKASHA, 2003;
SHIBAN et al., 2012). Em outro estudo realizado por Tozetto et al. (2017) foi
pesquisada a atividade antioxidante do extrato etandlico de roma em emulsdes, em
diferentes concentracdes (0,1, 1 e 5% p/p). Os autores observaram que que o extrato
e as emulsdes reagiram com o DPPH e a maior concentracéo do extrato apresentou
uma ATT total de aproximadamente 100%. Segundo os autores, o emprego do extrato
pode substituir antioxidantes sintéticos, sendo uma alternativa interessante para
formulacdes cosméticas.

Assim como o0 observado para a quantificacdo de FT, diversos autores
correlacionaram a grande variabilidade nos valores de AAT aos diferentes métodos
de extracdo, tipos de solventes e partes utilizadas do roma. Malviya, Arvind e
hettiarachchy (2014) observaram que extratos obtidos a partir de diferentes solventes
apresentaram grande variabilidade na porcentagem de inibicdo do DPPH. Para Liu et
al. (2006) e Elfalleh et al. (2012), a casca do roma apresenta maior conteudo fendlico
total e atividade antioxidante quando comparada com outras partes da planta, como
sementes e folhas.

Comprovadas a presenca de classes de metabdlitos de interesse no extrato,
bem como o elevado teor de FT e alta AAT, que justificam o uso do EBSCR para a

finalidade pretendida, a melhor concentrag&o para uso no gel foi determinada.
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3.2 Definicado da melhor concentragcdo do EBSCR no gel

Como preconizado no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira 22 ed.
(2012), a incorporagéo de inUmeras substancias ativas em bases semissolidas como
o gel, pode provocar reducdo na viscosidade, desestabilizando as formulacdes. A
perda de consisténcia pode ser minimizada a partir do preparo de bases mais
concentradas, motivo pelo qual foi utilizado o carb6mero a 1% p/p. A incorporacao da
menor quantidade possivel da substancia farmacologicamente ativa de interesse
também provoca menor impacto sobre a consisténcia do produto, especialmente se
sdo hidrossollveis. Entre os métodos disponiveis para avaliacdo da atividade
antimicrobiana se destaca o teste de difusdo em agar. Os resultados obtidos no teste
séo dados na Tabela 2.

No presente trabalho, observou-se a formacdo de zonas de inibicdo para os
controles positivos condizentes com o protocolo CLSI (2019). N&o ocorreu inibicdo do
crescimento para o gel base adicionado ou ndo de conservantes, indicando que nao
houve interferéncia do gel de carbdmero e do sistema conservante na atividade do
extrato. Foram observadas zonas de inibicdo para todas as formulacdes testadas
frente a cepas das bactérias e do fungo, evidenciando a existéncia de atividade
antimicrobiana para o gel contendo o EBSCR. A existéncia de zonas de inibicdo
também indica que o extrato foi adequadamente liberado no meio em concentracao

apropriada para inibir o crescimento microbiano.
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Tabela 2. Diametro das zonas de inibicdo (mm + DP) observadas para as formula¢gdes
contendo o extrato a 1,25% p/p (FG1), 2,5% p/p (FG2) e 3,75% p/p (FG3)

Gel com EBSCR Controles
Cepas
FG1 FG2 FG3 GBSC GBCC
S. aureus 25,33 28,33 29,97
(ATCC 25.923) (+0,58)2 (+2,08)2 (+0,06)° 0
S. epidermidis 28,00 29,00 30,67
(ATCC 12.228) (+1,73)® (x1,00)* (+0,58)2 0
E. coli 38,67 36,33 37,33 0
(ATCC 25.922) (+0,58)> (+0,58)> (+0,58)°
C. albicans 17,33 18,33 19,67 0

(ATCC 24.433) (+0,58)% (+0,58)2b (¢ 0,58)P

C+ = controle positivo; GBCC = gel base com conservante; GBSC = gel base sem conservante (SC).

Valores entre parénteses representam o desvio padrdo (n = 3).

abc| etras iguais mostram auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05) entre as colunas.

N&o foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os valores das zonas
de inibicdo com o aumento da concentracdo do extrato para S. epidermidis, indicando
gue a variacao na concentracao do extrato nao influenciou na atividade antimicrobiana
para este microrganismo. Por outro lado, para S. aureus e C. albicans, houve diferenca
significativa entre as concentracdes de 2,5% p/p e 3,75% p/p quando comparadas
com a menor (1,25% p/p), sugerindo que o aumento da concentracdo melhorou a
atividade sobre a inibicdo do crescimento destas cepas. Uma vez que ndo houve
diferenca significativa quando a maior concentracdo do ESCBR foi utilizada, pode-se
concluir que a incorporacao do extrato a 2,5% p/p é adequada. Estes resultados séao
condizentes com as CIMs definidas para o mesmo extrato em um trabalho anterior

realizado por Costa et al. (2020).

3.3Avaliacao de atributos de qualidade fisico-quimica do gel
Apds manipulacdo do gel base e obtencdo do gel medicamentoso FG2 por
incorporacao do EBSCR na concentracéo de 2,5% p/p, amostras foram armazenadas
em temperatura ambiente e sob refrigeracdo, para analises nos dias 30, 60 e 90 dias.

Como pode ser visto na Figura 3, o gel base (GB) obtido apresentou caracteristicas
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tipicas dos géis de carb6mero 980, se mostrando limpido, transparente, brilhante,
isento de grumos e turvagado e com poucas bolhas de ar incorporadas. A viscosidade
aparente avaliada sensorialmente foi considerada alta. No entanto, o gel base foi de
facil espalhamento nas méos, isento de residual gorduroso e com toque umido.

A incorporacdo do EBSCR néo alterou o sensorial do produto, mas levou a
alteracdo do aspecto: o gel se tornou opaco e com coloracdo amarelo-intensa e
uniforme, caracteristica do extrato. Chalke et al. (2016) avaliaram o aspecto visual de
géis de carb6mero 940 em proporc¢des variando de 1 a 2,5% p/p, contendo extrato de
roma a 5% p/p. Os autores observaram que apos a adicao do extrato foi observada
coloracéo amarelo-palida. Fleck et al. (2016) prepararam gel de carbémero 980 a 1%
p/p contendo extrato hidroetandlico do pericarpo de roma a 2% p/p, que apresentou
aspecto homogéneo, opaco, com coloracdo marrom-caramelo e toque suave.

No presente trabalho, observou-se alteracédo da coloracéo do gel FG2 ao longo
do tempo, especialmente nas amostras armazenadas em condicbes ambientais, nas
guais a coloracdo passou de amarelo-intensa para marrom-caramelo. Alteracfes na
cor de diferentes formulagcdes de uso tépico contendo extrato de roma a 2 e 7,5% p/p,
armazenadas sob diferentes condicdes e periodos foram observadas por Fleck et al.
(2016) e Goncalves et al. (2021), respectivamente. A coloracdo caracteristica do
ESBCR e dos géis contendo o extrato se devem a presenca de antocianinas que
representam, juntamente com o0s taninos hidrolisaveis, o0 maior e mais importante
grupo de flavondides presentes em derivados vegetais do roma (GARDELI et al.,
2019). Seis moléculas de antocianina foram identificadas em romas, incluindo mono-
e di-glucosideos de cianidina - pigmento de cor vermelha; delfinidina - pigmento de
cor roxa; e, pelargonidina - pigmento de cor laranja (Bar-Ya'akov et al., 2019). De
acordo com Mallery et al. (2008), um dos fatores que catalisa a degradacdo das
antocianinas é a temperatura de armazenagem, o que justifica as alteracbes
observadas no presente estudo. Ao longo do tempo, a maior mudanca de coloragéo

foi observada nas amostras mantidas sem refrigeracéo.
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B Cc D
Tempo 0 . Tempo 30 \ .
J ) :

Sem refrigeracdo Sob refrigeracido

F G H
Tempo 60 ' Tempo 90 ' .
&_,
Sem refrigeracdo Sob refrigeragdo Semrefrigeracdo Sob refrigeragao

Figura 3- Fotografias do gel base e contendo o EBSCR a 2,5% p/p apds o preparo
(TO) (A) e (B); gel contendo o0 EBSCR a 2,5% p/p apés 30 dias (C) e (D); gel contendo
0 EBSCR a 2,5% p/p ap6s 60 dias (E) e (F); e, do gel contendo o EBSCR a 2,5% p/p
apos 90 dias (G) e (H).

Aincorporacéo de substancias ativas em bases semissolidas pode levar a uma
variacao na estabilidade fisica e quimica das mesmas, podendo causar, entre outros
problemas, a modificacdo do pH, com separacédo de fases e fluidificacdo do produto,
causando sua inutilizacdo (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

A adicdo do extrato no gel base de carbémero 980 a 1% p/p reduziu o pH de
6,99 (+ 0,02) para 6,10 (+ 0,02). Os valores do pH podem ser vistos na Tabela 3. A
diminuicdo do pH no gel com extrato quando comparado ao gel base pode ser
justificada pela natureza acida do extrato, cujo pH de uma solucéo a 2,5% p/p em
agua foi 3,48 (£ 0,09). Goncalves et al. (2020) observaram que o pH de formulacbes
contendo carbémero e extrato de roma a 7,5% p/v variou de 5,5 a 6,0. Vilas,
Nishiganda e Shivappa (2019) preparam formulacdes de gel carbémero 940 (0,5 a 1%
p/p) contendo extrato de roma a 0,5% p/p e obtiveram valores de pH que variou de
6,30 a 6,80.

Tabela 3. Valores médios obtidos para o pH da formulacdo FG2 determinados nos

tempos 0, 30, 60 e 90 dias, sob as diferentes condicfes de armazenagem

TO T1 T2 T3
CA 6,10 (£ 0,02) 5,59 (+0,21)* 5,44 (+0,14)" 5,48 (+ 0,02)°
SR - 5,87 (+ 0,36)2 5,88 (+ 0,10) 5,85 (+ 0,06)?

CA = condicdo ambiente (27 + 2° C); SR = sab refrigeragéo (5 + 2° C).
Valores entre parénteses representam o desvio padrédo (n = 3).

abc| etras iguais mostram auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05) entre as colunas.
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A reducdo nos valores de pH em gel base de carb6mero 980 apds a incorporagado
extrato hidroetandlico do pericarpo de roma a 2% p/p também foi observada por Fleck
et al. (2016). Os autores obtiveram valores de pH que variaram entre 4,18 e 4,95 para
0s géis acondicionados em diferentes tipos de embalagens e sob diferentes
condicdes, ao fim de 6 meses de estudo. Apesar dos valores de pH serem menores
gue aquele relatado como o de maior estabilidade para os carbémeros, os autores
consideraram o gel estavel, o que foi atribuido a presenca de altas concentracfes de
compostos fendlicos no extrato utilizado. Segundo os autores, os compostos fendlicos
interagem fisicamente com as cadeias polianidnicas do carbémero, estabilizando a
estrutura do gel e inibindo o total afrouxamento das cadeias, que mantém sua
integridade fisica. Aslani, Zolfaghari e Davoodvandi (2016) obtiveram resultados
semelhantes ao elaborarem formula¢gdes de gel mucoadesivo para tratar estomatite
aftosa contendo extrato de flor de roma a 12%, empregando diferentes gelificantes,
entre eles, o carbdmero 934 em concentracbes entre 0,5 e 1% p/p. Segundo os
autores, o valor do pH do gel ao longo de 6 meses variou de 4,3 a 4,74 mas, o gel
manteve consisténcia apropriada.

No que diz respeito a variacdo do pH na formulacdo FG2 ao longo do tempo,
foi observada reducéo significativa (p<0,05) dos valores para amostras armazenadas
em condicdo ambiente, nos dias 60 e 90. Sob refrigeracéo, o pH permaneceu acima
de 5,50 para todos os tempos, 0 que esta de acordo com o pH de estabilidade para
géis de carbdébmero. Carbdmeros formam géis agquosos anidnicos e incolores, que
apresentam estabilidade, brilho, transparéncia e viscosidade maxima em valores de
pH entre 5,5 e 7,0 (KIM et al., 2003; VARGES et al., 2019). Para Islam et al. (2004) o
comportamento reoldgico de bases de carbémero 980 a 0,5% p/p ndo sofreu
alteracoes significativas para variacées do pH entre 5,0 e 8,0, sendo todas as bases
indicadas para uso dermatologico.

A analise do perfil de textura € Gtil na caracterizacdo dos produtos semissolidos
por fornecer informacgdes acerca da manutencédo da integridade da estrutura dos géis.
Na pratica, as informacdes podem ser relacionadas a consisténcia e a espalhabilidade
das formulacbes. A andlise do perfil de textura (TPA) é feita mediante insercao e
retorno a superficie de uma sonda na amostra, sendo as informac¢des obtidas nesta
trajetoria empregadas para determinar parametros como forga de dureza, deformagéo
na dureza, adesdo, for¢ca de adesdo, adesividade, coesividade, elasticidade e indice

de elasticidade. No ensaio, a sonda imita o dedo colocando presséo sob a superficie
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678 do produto e espalhando-o sobre a pele (TAI, BIANCHINI, JACHOWICZ, 2014,
679 CALIXTO, CAMPOS, 2017; CALIXTO, INFANTE, CAMPOS, 2018). Os resultados
680 obtidos no ensaio TPA do GB e de FG2 sdo dados na Tabela 4.
681
682 Tabela 4. Parametros de textura das formulagdes GB e FG2 sob diferentes condi¢cdes
683 de armazenagem, nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias

GB FG2 FG2

TO T1 T2 T3

Parametros CA CA SR CA SR CA SR
Dureza 106,00 95,00 62,00 67,00 53,00 68,00 54,60 78,00
(Ciclo 1) (g) (£0,00) (+1,002 (x1,24)° (£2,05)°¢ (x1,11)° (#2,00)° (+1,6)° (6,3)2PC
Elasticidade 4,79 7,30 7,15 7,21 8,465 7,66 6,90 6,64
(mm) (£0,08) (0,082 (+1,26)2 (+0,24)2 (+0,56)2 (+0,59)2 (+0,44)2 (+0,44)

indice de 0,61 0,92 0,89 0,90 1,06 0,94 0,86 0,87

elasticidade (+0,04) (£0,14)® (£0,03)* (+0,06)® (+0,08) (+0,09) (+0,06)2 (+0,03)
1,019 0,95 0,93 0,95 1,39 1,029 0,82 0,85
(£0,00) (#0,11)® (#0,03)® (#0,01) (+0,02) (+0,07) (x0,01)° (+0,01)"

Coesividade

Forca de 68,00 49,00 35,00 38,00 29,00 42,00 32,00 40,00
adesdo (g) (#14,62) (£5,90)2 (x2,05)° (x0,00)® (+0,94)° (+1,69)2 (x0,12)° (x0,14)2
Adesividade 3,30 3,40 2,70 2,80 2,20 2,70 2,70 2,80
(mJ) (x0,00) (x0,64)2 (0,522 (+x0,30)* (£0,28)2 (+0,30)* (+0,14)2 (z0,3)2
684  CA = condicdo ambiente (27 + 2° C); SR = sob refrigeracéo (5 + 2° C).
685  Valores entre parénteses representam o desvio padréo (n = 3).
686  2PcLetras iguais mostram auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05) entre as colunas.
687
688 Na avaliacdo do perfil de textura, a dureza se correlaciona a resisténcia da
689 estrutura do gel a deformacdo, ou seja, a penetracdo da sonda. A forca maxima
690 necesséria para a sonda deformar uma amostra e penetrar na mesma representa a
691 sua firmeza, enquanto o trabalho total realizado para atingir este maximo, representa
692 a consisténcia do produto. A coesividade, por sua vez, mede a extensdo a qual uma
693 amostra pode ser deformada antes de romper. Os parametros firmeza, consisténcia e
694 coesividade podem ser relacionadas a facilidade de aplicacdo e espalhamento dos
695 produtos. A capacidade de espalhamento denota a extensdo da area na qual o gel se
696 espalha prontamente em sua aplicagdo. Por outro lado, a adesividade € a medida do
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trabalho necessario para remover a sonda completamente do produto e se relaciona
ao trabalho necessario para superar as forgas de atragdo existentes entre a amostra
e a superficie. A alta adesividade e o trabalho de adesdo nas formulacdes se
relacionam a permanéncia do produto nas superficies, sua remoc¢ao e a pegajosidade
das amostras (LAU; TANG; PAULSON, 2000; ERDEM, 2005; MAJITHIYA et al., 2006;
PANDIT; POL; KULKARNI, 2016; GILBERT et al., 2013).

A incorporacdo do EBSCR no GB promoveu reducéo de todos os parametros
de textura, sugerindo que houve afrouxamento das cadeias no gel, que apresentou
menor firmeza e consisténcia e, maior capacidade e facilidade de espalhamento, o
gue é uma vantagem para a aplicacdo e remocao sobre areas lesionadas. Pandit, Pol
e Kulkarni (2016), prepararam gel de xiloglucano que apresentou valores dos
parametros de dureza, coesividade e adesividade inferiores aos observados no
presente trabalhos (16,3 g, 0,81 e 0,4 mJ, respectivamente), mas que foi considerado
apropriado para o uso na veiculagéo do cloridrato de lidocaina de uso bucal.

Na avaliacdo dos parametros de textura da formulacédo FG2 ao longo do tempo,
nao foram observadas variacbes significativas (p<0,05) para os parametros
elasticidade, indice de elasticidade e adesividade das amostras armazenadas nas
duas condicbes, durante os 90 dias do estudo. Para a coesividade, ndo houve
variacdo significativa das medidas para as amostras guardadas em ambas as
condicBes, durante 60 dias. Para a forca de adeséo, nao houve variacéo significativa
para as formulacbes armazenadas sob refrigeracdo e, finalmente, a dureza, as
alteracoes foram consideradas significativas (p<0,05) para todas as condi¢cbes de
armazenagem.

Pode-se notar que, apesar da incorporacao do extrato promover a reducdo nos
parametros de textura do gel base e de ocorrerem alteracées em FG2 ao longo do
tempo, sugerindo afrouxamento das cadeias do gel, todas as amostras permaneceram
integras, sem quebra e fluidificacdo do gel, o que foi confirmado nos ensaios de
estresse térmico e mecanico. Tais achados corroboram aqueles encontrados por
Fleck et al. (2013), que atribuiram a manutencéo da estrutura do gel de carbémero
contendo extrato de roma a interacées complexas entre os compostos bioativos do
mesmo e as cadeias do polimero aniénico. Métodos de andlise que submetem as
amostras a condi¢des aceleradas de variacdo de temperatura e gravidade séo Uteis

para prever incompatibilidades e a possibilidade de existéncia de fenbmenos fisicos
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de sedimentacéo, separacédo de fases ou fluidificacdo (TADROS, 2004; TOZETTO et
al., 2017).

Para todos os produtos submetidos aos diferentes ciclos de temperatura
observou-se a ocorréncia de reducdo na viscosidade dos géis a partir de 40° C. No
entanto, ndo houve alteragcéo de cor, que permaneceu homogénea, nem a presenca
de sedimento ou material em flutuacdo foi notada. Apds o resfriamento ocorreu
aumento da consisténcia dos géis. Ao contrario, ndo ocorreram alteracbes nas
formulacdes FG2 armazenadas em condi¢cdes do ambiente e sob refrigeracéo quando
submetidas aos diferentes ciclos de centrifugacdo, em nenhum dos tempos e
condicbes de armazenagem estudadas, ndo sendo verificada a existéncia de
fluidificacdo ou a presenca de componentes no fundo dos tubos ou na superficie dos
geéis. Fleck et al. (2016) observaram que ndo houve alteracbes em géis de carbémero
980 a 1% p/p contendo extrato hidroetandlico do pericarpo de roma a 2% p/p
submetidos a ciclos de centrifugacdo, de modo similar ao observado no presente

trabalho.

3.4 Pesquisa do teor de fendis totais e manutencéo da atividade antimicrobiana

Os valores encontrados na determinagcdo do teor de fendis totais no gel séo
dados na Tabela 5. Para cada tempo avaliado foi determinada uma reta analitica com
vistas a assegurar a manutencdo das condi¢cdes padronizadas do ensaio, sendo

valores de r = 0,99 considerados adequados.

Tabela 5. Retencéo de fendis totais nos géis ao longo do tempo
TO T1 T2 T3
Teor (%) CA 57,712 47,734 45,214 42,322
SR - 49,034 47,234 45,542

CcC 0,9986 0,9963 0,9973 0,9986
CA = condicdo ambiente (27 £ 2° C); SR = sob refrigeracéo (5 + 2° C).

O método proposto para a determinacédo do teor de fendis totais nos géis se
mostrou adequado, uma vez que ndo houve interferéncia na leitura do gel base puro.
Nurman et al. (2019) prepararam géis de carbémero 940 em diferentes concentracdes
contendo nanoparticulas moidas de café arabica com conteudo fendlico de 1246,897

Ug.EAG.g*! e observaram reducéo do teor de FT nas preparacées finais, com valores
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que variaram de 540,86 a 672,10 ug.EAG.g*. O método de determinacéo foi o mesmo
utilizado no presente trabalho e os autores notaram reduc&o no teor de fendis de cerca
de 50% ao compararem os valores obtidos para o extrato puro e no gel apés o preparo
das formulagoes.

Para as formulagbes mantidas em condicdo ambiente e sob refrigeragcéo
durante 30 dias, a diminuicdo do teor de FT foi inferior a 10% sendo o menor valor
obtido para o gel refrigerado. Para todas as demais condi¢des, a reducao no teor foi
superior a 10%, sendo a maior reducdo observada para a formulacdo FG2
armazenada durante 90 dias, em ambas as condicdes (entre 12 e 15,5%).

A manutencédo da atividade antimicrobiana foi pesquisada nas amostras FG2
armazenadas durante 30 dias, em temperatura ambiente e sob refrigeracéo, ja que
nestas condi¢des a reducdo no teor de fendis totais foi inferior a 10%. Os resultados
foram comparados com aqueles obtidos no tempo 0 e podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6. Diametro das zonas de inibicdo (mm = DP) encontrados para as

formulacdes armazenadas ao longo do tempo

Controles negativos Gel com EBSCR
Cepas T1
GBCC GBSC T0
CA SR
S. aureus 0,00 0,00 28,33 22,00 23,00
(ATCC 25.923) (z0,00) (£0,00) (x2,08)2 (x1,24)° (x0,47)°
S. epidermidis 0,00 0,00 29,00 29,00 30,00
(ATCC 12.228) (z0,00) (#0,00) (£1,00)* (£0,47)2 (x0,00)2
E. coli 0,00 0,00 36,33 20,00 20,00
(ATCC 25.922) (z0,00) (x0,00) (x0,58)2 (x0,47)> (%2,16)°
P. aeruginosa 0,00 0,00 16,00 24,00 23,00
(ATCC 27.853) (z0,00) (x0,00)  (x0,00)® (x0,47)* (x0,00)°
C. albicans 0,00 0,00 18,33 27,00 23,00

(ATCC 24.433)  (x0,00)  (+0,00) (£0,58)* (0,81)° (+0,81)°

GBSC = gel base cem conservante; GBSC = Gel base sem conservante.

CA = condicdo ambiente (27 + 2° C); SR = sob refrigeragéo (5 + 2° C).
Valores entre parénteses representam o desvio padréao (n = 3).
abc| etras iguais mostram auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05) entre as colunas.



781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814

78

A adequacéo dos experimentos ao protocolo CSLI (2019) foi observada pela
existéncia de zona de inibicdo para os controles positivos e ndo foram observadas
zonas de inibicho para os controles negativos. Para as formulagcbes do gel
armazenadas sob ambas as condi¢des, houve a formacdo de zonas de inibicéo,
demonstrando a manutencdo da atividade antimicrobiana. A partir da andlise
estatistica dos dados é possivel notar que ocorreram alteracdes significativas (p<0,05)
nos valores dos diametros das zonas de inibicdo quando foram comparados 0s
resultados do dia 30 e do dia 0. Para as cepas de S. aureus e E. coli houve reducéo
nos valores, enquanto para P. aeruginosa e C. albicans, ocorreu aumento. Ja para S.
epidermidis ndo ocorreu variacdo considerada significativa.

A retencéo do teor de fendis totais ao longo do tempo € condi¢cdo fundamental
para o sucesso no uso do produto proposto para a finalidade pretendida, uma vez que
as atividades antimicrobiana e cicatrizante dos extratos de roméa séo relacionadas ao
conteudo de compostos fendlicos presentes nos mesmos (GUO et al., 2008; MURTHY
et al.,, 2002; MURTHY et al.,, 2004; PUNEETH; CHANDRA, 2020). Reac¢fes de
oxidacao e hidrdlise séo as principais causas de degradacdo em compostos bioativos
presentes nas cascas do roma, nomeadamente, em taninos hidrolisaveis como o0s
elagitaninos. A punicalagina, componente majoritario de extratos de roma, pode ser
hidrolisada em punicalina, com liberacdo de acido hexahidroxidifénico (HHDP) que,
por sua vez, sofre hidrélise espontanea a acido elagico sob certas condicdes. Pode
ocorrer também a formacdo de compostos galoidinicos e acido galico, também
precursor do acido elagico. Tais reacfes podem causar alteracdes no teor de FT e
modificacbes em outros parametros como cor e pH, como observado no presente
trabalho (LANDETTTE, 2011; SUN et al., 2017; HE et al., 2019). A existéncia de
atividade antimicrobiana para FG2 recém preparado e nas amostras armazenadas por
30 dias pode ser justificada pela presenca de compostos fendlicos totais. Ainda, a
manutencdo da atividade antimicrobiana pode ser explicada também pela formacéo
de acido elagico e acido galico nos géis levando a reducéo do pH nas amostras, uma
vez que ha atividade antimicrobiana relatada também para estes compostos bioativos
(ROSAS-BURGOS et al., 2017; PAKARANANT et al., 2010; REDDY et al., 2007).

Para produtos manipulados, convenciona-se atribuir uma data de expiragcao
para o produto (beyond-date use), que forneca a data apés a qual a preparagédo nao
deve ser usada, sendo determinado a partir da data em que a mesma € manipulada
(ALLEN, 2011; KAWANO; HO, 2012; KIENLE, 2017). Segundo a Farmacopeia
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Americana (2014), o prazo de expiracdo estabelecido para produtos semissolidos
manipulados de uso tépico (pele ou mucosas), ndo estéreis e que contém agua na
formulacdo, ndo deve ser superior a 30 dias. Em reviséo recente da se¢ao <795> da
Farmacopeia Americana (2019), convencionou-se que a data de expiracdo para
produtos manipulados tépicos que contém agua e sistemas conservantes pode se
estender a 35 dias. A partir da andlise conjuntas dos resultados, a condicéo e o tempo
de armazenagem recomendados para manutencao do gel contendo extrato seco bruto
das cascas de roma séo a refrigeracédo e o periodo de 30 dias. Mallery et al. (2008)
recomendaram a armazenagem de gel de carbomero contendo extrato de framboesa
preta a 4° C, uma vez que esta foi a temperatura considerada ideal para a retencéo

da atividade de antocianinas presentes no extrato.

3.5Controle de qualidade microbiologico

Finalmente, a qualidade microbiolégica dos géis foi pesquisada. A pesquisa da
carga microbiana e da presenca de microrganismos patogénicos em produtos nao
estéreis € uma das exigéncias em relacdo a critérios de aceitacdo e seguranca dos
mesmos, pois, além de comprometer a estabilidade, a eficacia terapéutica e as
caracteristicas fisico-quimicas do produto, como odor, cor, pH e teor de compostos
bioativos, microrganismos apresentam risco a saude do consumidor, especialmente,
aqueles com potencial patogénico (MAHAGUNA et al., 2004; MALLERY et al., 2008).
Portanto, produtos farmacéuticos de uso topico nao estéreis devem ser submetidos a
testes capazes de avaliar a eficacia do sistema conservante selecionado em inibir a
contaminacao microbiana e a proliferacdo de microrganismos patogénicos (BRASIL,

2019; USP, 2019). Os resultados das analises podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7. Contagem de microrganismos viaveis em amostras do gel contendo extrato
mantidos sob diferentes condicfes de armazenagem, nos tempos 0 e 90 dias
TO T90
CA SR

Bactérias Fungos Bactérias Fungos Bactérias Fungos
UFC.g* <100 <100 <100 <100 <100 <100
CA = condi¢do ambiente (27 + 2° C); SR = sob refrigeracéo (5 £ 2° C).
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Segundo recomendac¢fes da Farmacopeia Brasileira (2019), o limite maximo
permitido para bactérias aer6bias mesdfilas é de 103 UFC.g! e o limite maximo para
fungos é de 102 UFC.g*. De acordo com os valores encontrados no presente trabalho,
os produtos atenderam as especificacbes, uma vez que os numeros de unidades
formadoras de col6nias foram inferiores ao preconizado. De forma semelhante, a
pesquisa de microrganismos patogénicos mostrou que nao houve crescimento
daqueles pesquisados nas amostras mantidas sob ambas as condicbes de
armazenagem e durante todo o periodo de estudo.

Além da eficacia do sistema conservante selecionado em evitar a proliferacao
de microrganismos sob todas as condi¢des estudadas, tais achados indicam que o
produto foi preparado em atendimento as normas de boas praticas de fabricagéo e
gue é seguro para o0 uso do ponto de vista da qualidade microbiologica. Mallery et al.
(2008), prepararam géis de carbdomero 971P contendo extrato de framboesas pretas
e obtiveram géis livres de Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. A contagem de microrganismos aerébios totais foi inferior
a 300 UFC.g?, exceto para leveduras. Os autores consideraram os valores em
conformidade com as boas praticas de fabricacdo. Estudos realizados por Fleck et al.
(2016) em géis de carbémero 940 a 1% p/p aos quais foi incoprorado extrato de
cascas de roma a 2% p/p mostraram que nao foi observado crescimento de bactérias
mesofilas e microrganismos patogénicos. No entanto, foi observado crescimento de
fungos em algumas diluicbes, que os autores atribuiram ao tipo de embalagem. Em
outro estudo, Dehdari et al. (2021), prepararam gel de carbémero 940 contendo
extrato aquoso de Boswellia (0,5% e 1%) e ndo encontraram a presenca de S. aureus,

P. aeroginosa e C. albicans.

4 Conclusodes

Avaliar a viabilidade do emprego de extratos vegetais como coprodutos da
agroindustria para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos contribui para a
possibilidade de gerir adequadamente biorresiduos no meio ambiente. Portanto,
empregar extratos provenientes das cascas de roma em formulac¢des farmacéuticas
uma proposta de grande relevancia. Para o EBSCR, os resultados obtidos na
caracterizacdo quimica indicaram a presenca de alto teor de fendis totais e atividade

antioxidante, parametros sugestivos da existéncia de acdo antimicrobiana e
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antioxidante, necessarias para o uso do produto no tratamento de lesdes. No que diz
respeito a concentracdo do extrato no gel, constatou-se, estatisticamente, que na
proporcgéo de 2,5% p/p, o EBSCR se mostrou efetivo para inibir o crescimento dos
microrganismos testados. O emprego da menor concentracdo de derivados vegetais
em formulagcbes farmacéuticas € preferido em funcdo da menor interferéncia em
parametros de qualidade das formulagbes bem como nos custos das mesmas.
Verificou-se a existéncia de alteracdes em todos os parametros fisico-quimicos de
qgualidade analisados para as amostras dos géis contendo o extrato quando
comparado ao gel base e das amostras do gel contendo extrato armazenados sob as
diferentes condi¢des ao longo do estudo. Os ensaios de perfil de textura e de estresse
fisico mostram que néo ocorreu desestruturagéo e fluidificacdo das amostras, o que
pode ser justificado pela existéncia de interacdes complexas entre os constituintes do
EBSCR e o carbédmero, como ja evidenciado por outros autores. As maiores reducdes
nos valores de pH e no teor de fendis totais foram verificadas nos géis mantidos em
condicao ambiente, por periodos superiores a 30 dias. Por este motivo, a condicao de
refrigeracao por 30 dias é recomendada para a armazenagem do produto. Tal periodo
estd de acordo com o preconizado para a data de uso prevista para formulacbes
semissolidas contendo preparadas em pequena escala. A eficacia antimicrobiana do
gel foi mantida para as amostras armazenadas sob ambas as condicfes por 30 dias,
provavelmente, em funcédo da retencdo do teor de fendis totais e a formacao de
metabolitos que também possuem atividade antimicrobiana. Por fim, os requerimentos
de qualidade microbiologica para os géis foram atendidos. Neste contexto, pode-se
concluir que pode ser preparada uma formulacédo com qualidade, eficacia e seguranca
a partir do extrato bruto seco proveniente das cascas de romad, sendo 0 mesmo
potencialmente (til para agregar valor a biorresiduos do fruto, contribuindo para as

praticas de manejo e gestdo ambiental.
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