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RESUMO

A pele funciona como uma barreira externa que pode resistir e responder adequadamente a
invasdo de micro-organismos ou substancias toxicas. Quando ha uma agressdo a esse tecido,
ocorre a formacdo de solucdo de continuidade resultando na ferida, e um dos principais
agravos relacionado a injdrias na pele € a infeccao, ocasionada principalmente por bactérias.
Para os cuidados da lesdo se faz necessdrio o uso de curativos que tradicionalmente
funcionam como barreiras contra 0 meio externo. Além disso, a utilizacdo de extratos
naturais de forma topica tem a vantagem de reduzir os efeitos colaterais sistémicos das
terapias orais. Os compostos oriundos de Dimorphandra gardneriana e de Terminalia
fagifolia Mart., espécies vegetais encontradas em biomas brasileiros, apresentam
propriedades ideais para formacdo de filmes e atividade antimicrobiana, respectivamente.
Neste contexto, o0 presente estudo teve como objetivo confeccionar uma biomembrana
antimicrobiana, utilizando goma de galactomanana (polimero natural), extraida da semente de
D. gardneriana como sistema carreador e a fracdo aquosa do extrato etandlico da casca do
caule de T. fagifolia como antimicrobiano. Em seguida foi realizada a preparacdo das
biomembranas, mediante utilizagdo da técnica de evaporagdo de solvente (“casting”). As
membranas foram caracterizadas por Infra-vermelho com Transformada de Fourier (FT-IR),
Microscopia de Forca Atdmica (AFM) e testadas contra bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans. A membrana
contendo a fracdo aquosa apresentou grupos funcionais caracteristicos do polimero e da
fracdo aquosa, bem como apresentou morfologia mais irregular em relagdo & membrana sem
adicdo da fracdo. A biomembrana contendo a fragdo aquosa apresentou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, mostrando potencial para futura aplicagdo como
curativo antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVES: Biomembranas. Biopolimeros. Antibacterial. Staphylococcus.



ABSTRACT

The skin acts as an external barrier that can resist and respond adequately to the invasion of
microorganisms or toxic substances. When there is an aggression to this tissue, the formation
of a continuity solution occurs resulting in the wound, and one of the main injuries related to
injuries to the skin is the infection, caused mainly by bacteria. For the care of the lesion it is
necessary to use dressings that traditionally act as barriers against the external environment.
In addition, the use of natural extracts topically has the advantage of reducing the systemic
side effects of oral therapies. The compounds from Dimorphandra gardneriana and
Terminalia fagifolia Mart., Plant species found in Brazilian biomes, have ideal properties for
film formation and antimicrobial activity, respectively. In this context, the present study
aimed to make an antimicrobial biomembrane, using galactomannan gum (natural polymer),
extracted from the seed of D. gardneriana as a carrier system and the aqueous fraction of the
ethanolic extract from the stem bark of T. fagifolia as an antimicrobial . Then the
biomembranes were prepared, using the solvent evaporation technique (“casting”). The
membranes were characterized by Infra-red with Fourier Transform (FT-IR), Atomic Force
Microscopy (AFM) and tested against Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis and Streptococcus mutans. The membrane containing the aqueous
fraction showed functional groups characteristic of the polymer and the aqueous fraction, as
well as presenting more irregular morphology in relation to the membrane without adding the
fraction. The biomembrane containing the aqueous fraction showed antibacterial activity
against Staphylococcus aureus, showing the potential for future application as an
antimicrobial dressing.

KEYWORDS: Biomembranes. Biopolymers. Antibacterial. Staphylococcus.



INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo e 0 mais exposto, funciona como uma barreira
externa que pode resistir e responder adequadamente a invasdo de micro-organismos ou
substancias toxicas. Sendo assim, estabelece limite entre o que é permitido ou ndo interagir

com o organismo.!2

As lesbes cutaneas representam impactos significativos na qualidade de vida das
pessoas, constituindo um grave problema de saude pablica. O acometimento dessa injaria ao
tecido pode trazer ao ser humano desde dor muitas vezes associada a processos inflamatérios
e/ou infecciosos, incapacidade, aumento do tempo de internacéo hospitalar, elevacao do risco
de morbimortalidade além de acarretar problemas de ordem psicossociais tais como

diminuicdo da autoestima, afastamento das atividades laborais, isolamento social.®*

Quando h& uma agressao a esse tecido, ocorre a formacao de solucéo de continuidade
resultando na ferida. Entretanto, esta ndo é apenas representada pela ruptura da pele e do
tecido celular subcutaneo, mas também, em alguns casos, por lesdes em musculos, tenddes e
0ssos. E alguns fatores estdo envolvidos no desenvolvimento de lesdes teciduais podendo
estes serem de origem fisica (a exemplo das queimaduras térmicas e elétricas), quimica
(como as queimaduras &cida e alcalinas), mecanica (tais como lesdes incisas e perfurantes)

ou bioldgica (infeccdes e inflamagdes cronicas). >°

Assim, os cuidados gerais das feridas s@o tdo importantes e envolvem o controle de
fatores sistémicos como isquemia, niveis de glicemia associados com tratamento local com
curativos adequados, evitando a colonizagdo inicial ou combate a infecgdo ja instalada na
regido da ferida.” A funcdo dos curativos €, principalmente, proteger a lesdo de outras
contaminacdes, somando-se a isso, 0s curativos que liberam moléculas bioativas no local da
lesdo conseguem um melhor resultado comparado com curativos tradicionais, como é o caso

de curativos de gaze e algoddo.®

Todavia, a utilizacdo de diversos farmacos amplamente difundidos no mercado tem o
seu potencial terapéutico reduzido devido a resisténcia adquirida pelos micro-organismos.
Neste contexto, plataformas antimicrobianas de uso topico fabricadas a partir de polimeros

naturais carreando compostos bioativos vém sendo estudadas.®



Os produtos naturais ja representam uma parcela das alternativas usadas na medicina,
dentre eles, destacam-se os biopolimeros que tem produtos de degradacdo biocompativeise
ndo-toxicos. A utilizagdo desses polimeros naturais tem destaque no tratamento de feridas, a
exemplo do acido hialurénico, quitosana e goma xantana que podem ser usados isoladamente

ou em combinagéo para formar curativos de melhor qualidade.®

Dessa forma, a fabricacdo de curativos biodegradaveis a partir de polimeros naturais,
como polissacarideos, vem despertando o interesse da indUstria farmacéutica. As
galactomananas sao polissacarideos neutros, hidrofilicos, biocompativeis, de baixo custo, que
consistem em um esqueleto linear de manose (ligagdo [B-1,4) com cadeias laterais de
galactose ligadas a-1,6, de acordo com a Figura 1.1%!2 Possuem a capacidade de formar
filmes/membranas, dentre as quais destacam-se as obtidas da Dimorphandra
gardneriana, conhecida popularmente como Fava D’anta, planta amplamente utilizada na
indUstria farmacéutica para extracio de flavonoides.'3*® Estudos ja descrevem a producdo de

sistemas para liberagdo controlada de bioativos com galactomanana.'6-18

Compostos bioativos derivados de plantas sdo bastante promissores, 0
género Terminalia compreende cerca de 200 espécies distribuidas em regides tropicais, que
variam de arbustos a grandes arvores e sdo amplamente utilizadas na medicina popular. As
plantas desse género, tal como a espécie Terminalia fagifolia Mart., sdo ricas em diversos
metabdlitos secundarios, como compostos aromaticos que possuem potencial para atividade
antimicrobiana.’®*?! Dessa forma, este trabalho propds desenvolver membranas poliméricas
com atividade antimicrobiana, utilizando-se um biopolimero e a fracdo aquosa do extrato

etandlico de T. Fagifolia.

(B-D-manose)

Figura 1. Estrutura quimica da galactomana



METODOLOGIA

Obtencédo do extrato

A primeira fase do experimento compreendeu a coleta do material vegetal em Timon
— MA (Latitude: 5°6°44.09°°S; Longitude: 43°4°14.38°°0) e o depdsito no Herbario Graziela
Barroso da Universidade Federal do Piaui (TEPB-21.691), em seguida foi realizada a
preparacdo do extrato etanolico e fragdo aquosa do extrato etanolico, submetendo a amostra
seca (a ~40°C) a um processo de maceragdo com etanol 99,6% a temperatura ambiente.
Posteriormente, o extrato etandlico seco foi dissolvido em uma mistura de Ho,O/MeOH (2:1) e
extraido com acetato de etila. A fracdo extraida foi concentrada e novamente dissolvida em
H>O/MeOH (1:9). Em seguida, as fases obtidas foram concentradas e a fragdo aquosa do

extrato etandlico - FAQ (utilizada neste estudo) foi liofilizada para obtengio do p6.2?
Obtencéo da galactomanana

Para a obtencdo do polimero as sementes maduras de D. gardneriana (20 g) foram
imersas em 100 mL de &gua fervente por 20 min e armazenadas durante 24 h a temperatura
de aproximadamente 28 °C. Em seguida, para separar o endosperma da casca e embrido as
sementes foram descascadas manualmente e os endospermas foram depositados em 100 mL
de agua a 75 °C por mais 2 horas para completar o intumescimento. Posteriormente
adicionou-se mais agua e a mistura foi processada em liquidificador. A solucdo obtida foi
centrifugada por 30 minutos a 6000 rpm e o flutuante foi removido e precipitado com o dobro
do seu volume de etanol a 95% (v/v). O precipitado foi recolhido num filtro de vidro (grau
fino), lavado continuamente com acetona e etanol, seco com ar quente e pesado, obtendo-se a

amostra de galactomanana da Fava Danta.'®
Preparacéo dos filmes

As biomembranas foram preparadas, mediante uso da técnica de evaporacdo de solvente
(“casting”). Nesse processo o polimero foi disperso em agua destilada, e dissolvido por um
periodo de 24 horas em agitador magnético para formacdo de um sistema viscoso, e entdo
vertido sobre uma superficie ndo adesiva (suporte — placa de poliestireno). Foram fabricadas
duas membranas uma membrana controle (MC) contendo apenas o biopolimero, a partir de
uma solucéo a 1% de galactomanana (goma de D. gardneriana) e uma membrana teste (MT)
com o biopolimero (solucdo de 1% de galactomanana) e a fracdo aquosa - FAQ (0,1%), em

agua destilada sob agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida, a solucéo de
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polimero ou de polimero mais extrato foi vertida sobre placa de Petri de poliestireno estéril
(90 x 15 mm) e levada para secar em estufa sem fluxo de ar por 16 horas a 40 °C.
Posteriormente as membranas foram removidas do suporte para ser caracterizadas e testadas

quanto ao seu potencial antibacteriano.??
Caracterizacdo das membranas poliméricas
Caracterizacéao estrutural

Para estudo dos grupos quimicos e arranjo de ligagdo dos constituintes presentes, as
biomembranas foram caracterizadas por Infra-vermelho com Transformada de Fourier — FT-
IR (FTIR- Shimadzu IRAffinity-1S, Japdo) equipado com cristal de reflectancia total
atenuada (ATR) de selenito de zinco, na faixa espectral de 4000 a 500 cm™ em atmosfera

seca a 20+2 °C.
Estudo da morfologia

Para estudo da morfologia de superficie foi utilizada a Microscopia de Forca Atémica
(AFM), usando um instrumento TT-AFM (AFM Workshop, EUA) no modo de contato
intermitente com 512 x 512 pixels de resolucdo (5 um % 5 pum). As imagens de topografia
foram feitas usando cantilevers ACT-20 (AppNano, EUA) com raio de ponta <10 nm e
frequéncia de ressonancia de aproximadamente 359 kHz, imagens representativas foram
analisadas usando o programa Gwyddion 2.47, o qual também foi utilizado para calcular os
parametros de rugosidade (n=25, 1 pum), expressos com média £ erro padrao da média
(EPM). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism 6, com

aplicacdo do Teste T. Adotou-se p<0,05 para dados estatisticamente siginificativos.

Teste do potencial antibacteriano

Por conseguinte, as biomembranas foram testadas com as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus mutans ATCC 25925 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212 em placas contendo meio de cultura Agar Mueller-Hinton (Difco™)
para S. aureus e E. faecalis e Agar BHI (Difco™) para S. mutans, seguindo a CLSI?* e em
triplicata. Para tal, em todas as placas foram introduzidas as duas biomembranas (MC e MT)
de 8 mm de didmetro cada, cortadas com auxilio de um punch cirargico. A visualizacdo do
resultado foi baseada na auséncia de crescimento bacteriano sob a biomembrana e/ou

formacdo de zona de inibicdo de crescimento bacteriano ao redor da biomembrana apds o
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periodo de incubag&o, observado com auxilio de fonte luminosa em contador de col6nias. Os
testes microbiolégicos foram realizados de acordo com a CLSI (2015), respeitando as
condicdes de crescimento para cada micro-organismo, as placas com S. aureus e E. faecalis
ficaram incubadas por 18-24 h/35+2 °C em condi¢Oes aerobicas e as placas com S. mutans
ficaram por 48 h/35£2°C em microaerofilia (5% de COy).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producéo das membranas

Um dos grandes desafios na processo de producdo de membranas bioativas é
encontrar a composicdo e proporc¢des adequadas dos seus constintuintes?, entre as diferentes
condicBes de preparo, a que resultou em uma membrana com caracteristicas desejadas,
usando a técnica de casting, foram a membrana controle (MC) constituida de uma solugéo de
1% de galactomanana em &gua destilada e a membrana teste (MT) constituida de solucdo de

1% de galactomanana em agua destilada e fracdo aquosa de T. fagifolia (FAQ) a 0,1%.

A membrana MC obtida apresentou-se flexivel, homogénea, incolor, fina e
translicida. Além disso, foi facilmente removida da placa de Petri onde foi acondicionada
para fabrica¢do. A biomembrana com fracdo aquosa do extrato etanolico de T. fagifolia (MT)
apresentou as mesmas caracteristicas fisicas da MC, entretanto a coloracdo foi alterada pela
presenca da fracdo adicionada (Figura 2). Isso, provavelmente, se deve ao fato que as gomas
de galactomanana de algumas leguminosas possuem a propriedade de formar filme e que as

sementes de D. gardneriana s&o fonte desse polissacarideo.'%1326

A B

Figura 2. Imagem das membranas produzidas. A: MC, membrana controle e B: MT,

membrana teste, contendo a fracdo aquosa do extrato etandlico de Terminalia fagifolia

(FAQ).
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Caracterizagao das membranas produzidas
Espectroscopia de FT-IR

A caracterizacdo estrutural das membranas produzidas foi realizada mediante
espectroscopia de FT-IR (Figura 3), onde foi possivel observar a presenca de grupos
caracteristicos para a galactomanana na membrana controle (MC), como uma banda larga na
regido de 3412 cm, relacionada ao estiramento de O-H, outra banda em 2921 cm™ pode ser
atribuida a vibragdo de C-H, enquanto a banda em 1647 cm™ provavelmente corresponde a
grupo O-H de agua. Observa-se também deformacdo de C-H em 1416 cm™ e bandas na
regido de 871 cm™ e 816 cm™ que sdo devidas a B-D-manopiranose e a-D-galactopiranose,
respectivamente. As bandas relacionadas a grupos funcionais comumente presentes em
polissacarideos (C-C-O, C-OH e C-O-C) estdo na regido entre 1151 cm™ e 1028 cm™ (Figura
3A). O espectro visualizado para a biomembrana contendo a fragdo — MT (Figura 3B)
apresenta bandas caracteristicas da matriz polimérica e de constituintes da fracéo, tais como
compostos fendlicos, sobrepostas, na regido de 1160 cm™ a 1012 cm* por exemplo. Observa-
se também a presenca de bandas na regido entre 1715 cm™ e 1637 cm™ que podem ser
atribuidas a vibracdo de C=0, apos adicdo da FAQ a matriz polimérica, sugerindo uma

possivel interagdo.>?’
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Figura 3. Espectro de FTIR da galactomanana (A) e da biomembrana contendo a fracdo

aquosa de Terminalia fagifolia (B).
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Morfologia de superficie

Na anéalise das biomembranas por microscopia de forgca atbmica (AFM) foi possivel
observar os detalhes da morfologia de superficie (Figura 4). A MC apresenta uma topografia
de superficie um pouco irregular, com presenca de nodulos, porém mais uniforme se
comparada a MT que apresenta nodulos maiores e em maior quantidade, com estruturas
globulares destacadas na superficie e aumento na altura (eixo Z) observado na imagem em
3D. O aspecto observado para estas membranas de galactomanana corroboram com o
encontrado na literatura, que afirma que esses nddulos podem ser formados a partir de uma
agregacao de moléculas devido a ligacdes de hidrogénio entre as cadeias polissacaridicas da
matriz; ou devido ao impedimento estérico das cadeias poliméricas, resultantes do processo

de producéo das membranas.?8?°

Membrana controle Membrana teste

0.12 ym

0.00 ym

Figura 4. Imagens topograficas das membranas de 5 ym x 5 pm. Imagens de amplitude na
parte superior da figura e imagens em 3D na parte inferior A: sem a fracdo aquosa, membrana

controle (MC) e B: contendo a fracdo aquosa de Terminalia fagifolia, membrana teste (MT).

De acordo com a literatura, os nédulos maiores intercalados com algumas regides
suaves entre esses nodulos, observados nas imagens de AFM da MT (membrana com a fracdo

aquosa) podem resultar em valores maiores de rugosidade.?’ Apos as analises, constatou-se
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diferenca significativa entre a rugosidade das membranas por meio dos valores de rugosidade
média (Ra) e rugosidade quadratica media (Rms), que corroboraram entre si (Figura 5). A
MC apresentou Ra = 3,69+0,35 e Rms = 4,02+0,41, valores significativamente maiores
(p<0,05) que a MT, Ra = 5,74+0,78 e Rms = 6,71+0,88, corroborando com o esperado a

partir das imagens obtidas.
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Figura 5. Rugosidade média (Ra) e Rugosidade quadratica média (Rms) das membranas
controle (MC) e teste (MT). **para diferenca significativa (p<0,05).

Atividade antibacteriana

Em relacdo a atividade antibacteriana, as biomembranas foram testadas contra S.
aureus, S. mutans e E. faecalis. Conforme observado, apenas a MT apresentou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus. Na Figura 6 pode-se observar a inibicdo do
crescimento bacteriano onde a membrana foi colocada (aparéncia transparente, com
visualizacdo nitida do contador de coldnias ao fundo) e um halo de inibicdo ao redor dela,
indicando que houve difusdo do agente antibacteriano pelo agar. Em contrapartida, a MC
(membrana controle) ndo apresentou inibicdo do crescimento sob a membrana e também néo

apresentou halo de inibigéo.
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Figura 6. Imagem representativa de atividade (zona transparente) contra Staphylococcus
aureus da biomembrana MT que contendo a fracdo aquosa de Terminalia fagifolia (direita),
no lado esquerdo da placa a membrana controle (MC) ndo mostrou inibicdo do crescimento

bacteriano.

Apesar de todas as bactérias testadas serem cocos Gram-positivos, eles apresentam
diferencas entre si. Vale destacar que Staphylococcus sdo bactérias catalase positiva,
enquanto Enterococcus e Streptococcus séo linhagens catalase negativa, em adi¢cdo a outras
diferencas bioquimicas que podem levar a diferentes perfis de susceptibilidade a agentes

antimicrobianos.3%31

O resultado encontrado esta de acordo com a literatura que ndo aponta atividade
antibacteriana para galactomana e demonstra potente atividade anti-estafilococica para a
fracdo aquosa do extrato etanolico de Terminalia fagifolia. A atividade mostrada pode ser
explicada pela presenca de metabolitos secundarios bioativos com potencial antibacteriano.
Estudos mostram que a fracdo aquosa € rica em um derivado do &cido elagico, eschweilenol
C, e que possui, além do potencial antibacteriano, atividade antioxidante, potencial anti-

inflamatério e atividade antifungico com baixa toxicidade em modelos in vivo e in
vitro 21,22,27,32

O desenvolvimento de materiais biol6gicos que promovem a regeneracao de feridas
na pele € de interesse clinico.®® O processo de cicatrizagdo tem um papel protetor por meio da
reparacdo tecidual, porém ativa mediadores inflamatérios, como as espécies reativas de
oxigénio, que provocam mais efeitos lesivos as células.®* Dessa forma, plataformas com

compostos bioativos como o curativo proposto sdo promissores nao sO pela atividade
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antibacteriana, mas também pelo seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio e por es

motivo tornaram-se motivo de intensos estudos.3°:3¢
CONCLUSAO

A utilizacdo da galactomana de D. garneriana para a fabricacdo de biomembran

Se

as

antibacterianas ja é descrita na literatura, entretanto este estudo comprovou a capacidade de

incorporacdo da fracdo aquosa do extrato etandlico de T. fagifolia @ matriz polimérica. Além

de mostrar que esse sistema possui atividade antibacteriana. Tendo em vista o interes

Se

cientifico em desenvolver biomateriais com o intuito de tratar lesGes de pele, a utilizacdo

desses biofilmes € promissora na medicina, tanto pelo custo de producdo, gquanto pela

utilizacdo de produtos biocompativeis e renovaveis.
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