i UNIVERSIDADE CEUMA éﬂ;}@%
0 N

< Y,
10"‘0 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE i S

UNIVERSIDADE

E BIOTECNOLOGIA DA REDE BIONORTE

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS DE HIDROGEL
A BASE DE ALGINATO INCORPORADAS COM CINAMALDEIDO.

DIOGO MARCELO LIMA RIBEIRO

Sao Luis - MA
2020



DIOGO MARCELO LIMA RIBEIRO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS DE HIDROGEL
A BASE DE ALGINATO INCORPORADAS COM CINAMALDEIDO.

Tese de doutorado apresentada para exame
de defesa ao Curso de Doutorado do
Programa de Pos-Graduagao em
Biodiversidade e Biotecnologia da Rede
BIONORTE, na Universidade Ceuma, como
requisito parcial para a obten¢do do Titulo
de Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Luiz Claudio Nascimento da
Silva

Sao Luis - MA
2020



Lima Ribeiro, Diogo Marcelo.

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMERANAS DE
HIDROGEL A EASE DE ALGINATO INCORPORADAS COM CINAMALDEIDO
/ Diogo Marcelo Lima Ribeiro. = 2020.

9z f£.

Orientador(a): Luiz Claudioc Nascimento da Silva
HNascimento da Silwva.

Tese (Doutecrade) - Programa de Pds-graduacdc em Rede -
Rede de Bicdiversidade e Biotecnclogia da Amazdnia
Legal/ccbhs, Universidade Federal do Maranhde, S3c Luis -
Ma, 2020.

1. Alginate. 2. Antimicreobiano. 3. BRiocpelimerc. 4.
Cinamaldeido. 5. Curative. I. Nascimento da Silwa, Luiz
Claudic MNascimento da Silva. II. Titulo.




DIOGO MARCELO LIMA RIBEIRO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS DE HIDROGEL
A BASE DE ALGINATO INCORPORADAS COM CINAMALDEIDO.

Tese de doutorado apresentada para exame de
defesa ao Curso de Doutorado do Programa de
PosGraduacdo em Biodiversidade e Biotecnologia
da Rede BIONORTE, na Universidade Ceuma,
como requisito parcial para a obtengdo do Titulo de
Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Luis Claudio Nascimento da Silva

Aprovadaem  / /

Banca examinadora

Prof. Dr. Luis Claudio Nascimento da Silva (Orientador)
UNICEUMA

Profa. Dra. Cristina de Andrade Monteiro
IFMA

Profa. Dra. Julliana Ribeiro Alves dos Santos
UNICEUMA

Prof. Dr. Lidio Goncalves Lima Neto
UNICEUMA

Profa. Dra. Wolia Costa Gomes
UNICEUMA



RESUMO

As infeccdes cutaneas geram grandes problemas em termos de satde publica, tornando-se um
desafio para a determinagdo de suas causas, origens, evolugdo, tratamento e reabilitagdo,
afetando milhdes de individuos em todo mundo. Polimeros a base de alginato para efeitos
curativos tém sido utilizados por serem biocompativeis e biodegradaveis. O alginato ¢ um
biopolimero que apresenta propriedades cicatrizantes e ¢ abundante na natureza,
caracteristica que o torna atrativo para a confec¢do de curativo de lesdes de pele. A
incorporagdo do cinamaldeido, principal componente ativo do 6leo essencial da canela
(Cinnamomum sp), aos curativos produzidos a partir do alginato pode levar a um melhor
desempenho destes. No presente estudo, membranas hidrogeis a base de alginato foram
incorporadas com cinamaldeido e caracterizadas utilizando métodos fisico-quimicos e
bioldgicos. Inicialmente, as membranas foram formuladas a partir de um planejamento
fatorial 2* com seis repeticdes no ponto central e 6 pontos axiais, totalizando 20 ensaios. Um
escore de qualidade foi empregado para selecionar a melhor formul¢do, de acordo com os
parametros: uniformidade, rachaduras, bolhas, desprendimento da placa, trasparéncia e
consisténcia. Em seguida, a atividade antimicrobiana in vitro das membranas contendo ou
ndo cinamaldeido foi verificada contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii. As caracteristicas morfologicas e fisicas (morfologia, espessura,
rugosidade, comportamento na presenca de umidade, comportamento hidrico, sor¢ao de
vapor d’dgua ¢ coloragdo) das membranas hidrogéis formadas foram verificadas. A
membrana contendo cinamaldeido inibiu o crescimento de todos os microrganismos testados.
Os hidrogéis com incorporagdo apresentaram uma estrutura transversal lamelar com pouca
evidéncia da existéncia da formacdo de poros, sendo observada uma rugosidade média de
0.2482+0.04676 pm e espessura média de 0,4468+0,01749mm. Apresentou uma boa
absor¢do, 310% de solugdo salina, uma perda de massa de 52% e capacidade de sor¢do de
vapor d’adgua de aproximadamente 57% . Os resultados obtidos com os biofilmes de alginato
incorporados com cinamaldeido apresentaram perspectivas promissoras para atuagdo como
biocurativos, caracterizados pela capacidade antimicrobiana, estabilidade e absor¢do de
fluidos, por exemplo, no caso de feridas exsudativas.

Palavras -chave: Alginato. Cinamaldeido. Curativo. Biopolimero. Antimicrobiano.



ABSTRACT

Skin infections generate major problems in terms of public health, making it a challenge to
determine its causes, origins, evolution, treatment and rehabilitation, affecting millions of
individuals worldwide. Alginate-based polymers for curative effects have been used because
they are biocompatible and biodegradable. Alginate is a biopolymer that has healing
properties and is abundant in nature, a characteristic that makes it attractive for making skin
wound dressings. The incorporation of cinnamaldehyde, the main active component of
cinnamon essential oil (Cinnamomum sp), to dressings produced from alginate can lead to a
better performance of these. In the present study, alginate-based hydrogel membranes were
incorporated with cinnamaldehyde and characterized using physico-chemical and biological
methods. Initially, the membranes were formulated from a factorial design 2° with six
repetitions at the central point and 6 axial points, totaling 20 tests. A quality score was used
to select the best formulation, according to the parameters: uniformity, cracks, bubbles,
detachment from the plate, transparency and consistency. Then, the in vitro antimicrobial
activity of membranes containing or not cinnamaldehyde was verified against Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii. The morphological and
physical characteristics (morphology, thickness, roughness, behavior in the presence of
moisture, water behavior, water vapor sorption and coloring) of the hydrogel membranes
formed were verified. The membrane containing cinnamaldehyde inhibited the growth of all
tested microorganisms. The incorporated hydrogels had a lamellar cross-sectional structure
with little evidence of the existence of pore formation, with an average roughness of 0.2482
+ 0.04676 um and an average thickness of 0.4468 + 0.01749mm. It had a good absorption,
310% of saline solution, a loss of mass of 52% and a water vapor sorption capacity of
approximately 57%. The results obtained with alginate biofilms incorporated with
cinnamaldehyde presented promising prospects for acting as biocuratives, characterized by
their antimicrobial capacity, stability and fluid absorption, for example, in the case of
exudative wounds.

Keywords: Alginate. Cinnamaldehyde. Band Aid. Biopolymer. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes cutineas tém afetado milhdes de individuos em todo o mundo,
tornando-se um desafio para a determinacdo de suas causas, origens, evolucdo, tratamento e
reabilitacdo. Seu tratamento tem desafiado os sistemas de satde, resultando em incapacidade
fisica e impactos socioecondmicos (Fonseca et al., 2013; Lindholm; Searle, 2016). Além
disso, o fendmeno de resisténcia aos antimicrobianos contribui para o crescimento das
infec¢des cutaneas, que estdo surgindo em todos os grupos de microrganismos, sendo o uso
excessivo de antibioticos um agravante para este aumento significativo. (Brinkac et al.,
2017).

A utilizagdo de polimeros para o tratamento de lesdes de pele que apresentam
atividade bioldgica, é considerada pela engenharia de tecidos, procedimento moderno, sendo
o alginato um dos polissacarideos mais estudados, possuindo uma grande contribui¢do para o
processo de cicatrizagdo, melhorando a aparéncia e funcionalidade do tecido regenerado,
com uma potencial tendéncia para a liberagdo controlada de agentes bioativos (Muzzarelli et
al., 2007; Wiegand; Hipler, 2010).

E necessario que sejam desenvolvidas drogas antibacterianas alternativas para
proporcionar a cura de inimeras doengas infecciosas de diferentes origens, e o grande foco
para se atingir este objetivo, sdo as plantas medicinais. As plantas medicinais sdo as
principais fontes de farmacos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento para diferentes
utilidades terapéuticos. Considerando-se que o Brasil tem a maior biodiversidade de plantas
do mundo, com cerca de 20% do nimero de espécies do planeta, além de ser um grande
produtor e exportador de dleos essenciais, tornou-se um campo aberto de possibilidades
(Burt, 2004; Sartoratto et al., 2004; Heidari-Sureshjani, 2015).

Os produtos naturais sdo uma boa ferramenta na prospeccdo de novos agentes.
Tem-se por exemplo, o cinamaldeido, composto presente no dleo da canela que tem sido
amplamente utilizado para fins medicinais. O 6leo ¢ extraido das cascas da arvore do género
Cinnamomum, familia Lauraceae, e foi aprovado como medicamento fitoterapico pela
Farmacopéia Chinesa para uso como analgésico e para promover a circulagdo sanguinea,
além da cura de feridas (Commission, 2005; Yuan et al., 2017).

O cinamaldeido possui propriedades anti-inflamatoria, antiemética e analgésica
(Mihara; Shibamoto, 2015), além de efeitos antioxidativos, antimicrobianos,

anticardiovasculares e antidiabéticos, sendo utilizado para o tratamento de doencas cardiacas



e diabetes mellitus (Yuan et al., 2017) sendo que algumas dessas propriedades facilitam o
processo de cicatrizacao (Farahpour; Habibi, 2012).

A busca pelo desenvolvimento de curativos mais eficientes é o objeto de estudo de
varias pesquisas recentes, possuindo caracteristicas marcantes, com atividade biologica que
contribuem para o processo de cicatrizacdo, que seja antimicrobiano, que apresente
isolamento térmico, de facil uso dentre outras caracteristicas (Muzzarelli et al., 2007;
Dwivedi et al., 2016; Yingnan Zhu et al., 2017).

Com a possibilidade de os microrganismos serem resistentes a uma grande variedade
de farmacos, a utilizacdo de um arsenal terapéutico para tratamento de infecgdes fica cada
vez mais restrito, podendo gerar uma alta taxa de mortalidade, por infec¢des nao trataveis.
Evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de novos materiais/coberturas que
apresentem a¢do antimicrobiana e anti-inflamatdria, permitindo, assim, uma maior celeridade
no tratamento do processo cicatricial. Por esta razdo, a descoberta de novas terapias para o
tratamento de lesdes infectadas é necessaria, como por exemplo, a utilizagdo de compostos
organicos naturais incorporados a biopolimeros, especialmente para tratar o alto nimero de

pacientes refratarios aos tratamentos convencionais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos causadores de infeccio da pele

O desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos durante o século 20 trouxe um
grande avango para a medicina, pois pode controlar a propagacao de agentes infecciosos. No
entanto, ndo muito tempo depois da sua utilizacdo massiva surgiram sinais de alerta de
resisténcia microbiana para algumas substancias, transformando o que era a idade de ouro
dos antimicrobianos, em uma grande crise de saude. Tal fato provocou um grande atraso no
desenvolvimento de novos antimicrobianos nos ultimos 15 a 20 anos, com o reaparecimento
de microrganismos resistentes a todos os farmacos disponiveis, aumentando o risco de
regressdo a era pré-antibidtica, em que muitas pessoas morriam por infecgdes ndo trataveis
(Dias; Monteiro, 2010; Brinkac et al., 2017; Jones et al., 2017).

Uma ferida que se prolonga em pele ou tecidos moles torna-se susceptivel a
contamina¢do microbiana, podendo provocar o impetigo ndao complicado a fascite
necrosante, potencialmente letal e, uma das bactérias mais presentes nesta situacdo, €
Staphylococcus aureus. Sua presenca esta relacionada com as dificuldades na cicatrizacdo de
feridas e resultam em graves complicagdes (Clebak; Malone, 2018; Viquez-Molina et al.,
2018). S. aureus possui a capacidade de expressar varios fatores de viruléncia que facilitam a
adesdo celular, a evasdo do sistema imune, danos a célula hospedeira que provocam os
sintomas da doenca (febre alta, falta de ar, dores de cabeca, fadiga, tosse e dores musculares)
e que aumentam a patogenicidade (Du Toit et al., 2014).

Destaca-se também como colonizantes em feridas Pseudomonas aeruginosa, uma
bactéria oportunista Gram negativa, comumente encontrada em infec¢des cutaneas (Lister et
al., 2009; Livermore, 2002). Esta espécie possui elevada capacidade de adquirir resisténcia
aos antibidticos através de diversos mecanismos, incluindo a expressio de enzimas
modificadoras de antibioticos (Lister et al., 2009).

Outra bactéria muito encontrada ¢ Enterococcus faecalis, sendo uma das espécies
bacterianas isoladas frequentemente em todos os tipos de feridas, incluindo tlceras do pé
diabético, queimaduras e locais cirurgicos (Giacometti et al., 2000; Dowd et al., 2008). Este
microrganismo torna-se cada vez mais dificil de tratar devido a sua resisténcia intrinseca e
adquirida a uma variedade de antibioticos (Hollenbeck; Rice, 2012).

Outros agentes patogénicos bacterianos comuns isolados de infec¢des de feridas, sdo:

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.,



Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp. Citrobacter spp. €
anaerdbios tais como Clostridium spp. e Peptostreptococcus spp. (Upreti et al., 2018).

No género Acinetobacter, A. baumannii tornou-se um patdgeno preocupante em
hospitais em todo o mundo, e surtos nosocomiais tém sido relatados devido a cepas
multirresistentes, particularmente em unidades de terapia intensiva e unidades de
queimaduras (Nomanpour et al., 2011; Huang et al., 2008).

Infecgdes cutineas bacterianas agudas sdo em grande parte causadas por bactérias
gram-positivas aerobicas, mais especificamente cocos como estreptococos beta-hemoliticos e
S. aureus (Sismaet et al., 2016). Ao contrario das infeccdes agudas, as feridas cronicas sao
frequentemente contaminadas com espécies da microbiota normal da pele e ocasionalmente
por organismos gram-negativos (Cefalu et al., 2017). Os contaminantes mais comuns da pele
e das feridas estdo listados em dois grupos, mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Bactérias mais comumente encontradas em pele e em feridas contaminadas.

Aerdbios Anaerobios

S. aureus Bacteroides spp

S. epidermidis Fusobacterium spp
Streptococcus pyogenes Peptostreptococcus spp
P. aeruginossa Veillonella spp

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) Porphyromonas spp

E. faecalis

Coliformes

A. baumannii

Fonte: Cefalu et al. (2017).

As infecgdes ocasionadas por patdgenos podem atrasar a cicatrizagdo da ferida devido
a producao de diversos fatores de viruléncia, como formagao de biofilme e produgdo de
toxinas (Ranzato; Martinotti; Burlando, 2011). Os dados estatisticos no Brasil sobre feridas
crOnicas sdo raros e atualizados com pouca frequéncia. No ano de 2003, aproximadamente
3% da populacdo brasileira apresentou esse tipo de lesdo, porcentagem que se elevava para
10% quando se considerava apenas a populagdo de diabéticos (Mandelbaum et al., 2003). O
crescimento bacteriano facilita a adesdo dos patdégenos e a formagdo de biofilme,
dificultando, através dos fatores de viruléncia do patdégeno, a acao do sistema imunoldgico e
dos antimicrobianos, contribuindo assim na permanéncia do patdogeno e na gravidade da

lesao tecidual (Percival; McCarty; Lipsky, 2015).
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Estudo de Netto et al. (2001) com 107 pacientes, grande parte com idade inferior a 30
anos (65%) observou que um ter¢o dos avaliados se referia a algum trauma precedendo ao
aparecimento do abscesso que se manifestou na forma de furinculo, ferida infectada ou
foliculite. A prevaléncia de S. aureus nas infec¢des de pele e tecido celular subcutaneo foi de
66,35%. Os outros pacientes apresentavam culturas negativas ou crescimento de
microrganismos diversos. Observaram que S. aureus apresentou resisténcia quase completa
(91,55%) as penicilinas (penicilina G e ampicilina).

Nos hospitais, o S. aureus ¢ a principal causa de infeccdes bacterianas agudas na pele
e na estrutura da pele. Cepas de S. aureus resistentes a meticilina tém sido responsaveis por
53% de todos os isolados de S. aureus nos hospitais dos EUA entre 2006 e 2008, com mais
da metade oriundas de pacientes em ambientes de cuidados intensivos. A prevencdo, o
reconhecimento precoce e o gerenciamento de infecgdes de feridas sdo fundamentais para o

sucesso dos resultados nessa populacdo de pacientes (Bordon et al., 2010).

2.2 Propriedades Antimicrobianas do Cinamaldeido

O dleo essencial extraido de uma especiaria muito utilizada por pessoas de todo o
mundo, conhecida como canela, planta do género Cinnamonum, familia Lauraceae, contém
6leos vitais e outros derivados importantes, como um componente bioativo principal
chamado de cinamaldeido, além do acido cinidmico, cinamato € outros NnumMerosos
componentes, como polifenois, terpendides e fendis hidrofobicos. Mais de 89 compostos ja
foram isolados de diferentes partes da planta de canela (Jayaprakasha e Rao, 2011; Chan et
al., 2014; Hariri; Ghiasvand, 2016; Rao; Gan, 2014; Rieger; Schiffman, 2014; Tulunay, et al.,
2015; Ghiasvand, 2016).

O cinamaldeido (Figura 1) ¢ um liquido amarelo oleoso, encontrado naturalmente
como trans-cinamaldeido, que ¢ um aldeido aromaético, insaturado com um grupo fenil, ¢ o
composto majoritario do 6leo essencial de canela, estando presente nas concentragdes de 60-
80%, quando obtido das cascas do género Cinnamomum. Sua bioatividade pode estar
relacionada principalmente com seus grupos carbonila e aldeido (Burt, 2004; Shan et al.,

2007).
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Figura 1: Estrutura molecular do cinamaldeido

O
9

O cinamaldeido possui atividades antioxidantes e antimicrobianas, apresenta baixa
toxicidade, e ¢ amplamente utilizado nas industrias: farmacéuticas, biomédicas, alimenticias
e cosméticos (Shan et al., 2007; Sangal, 2011; Ranasingh et al., 2013; Utchariyakiat et al.,
2016; Hui et al., 2016; Yuan et al., 2017). Segundo Friedman (2017) devido seu efeito
antimicrobiano, o cinamaldeido pode ser utilizado contra multiplas bactérias patogénicas.
Além destas caracteristicas, possui também propriedades cicatrizantes (Kamath et al., 2003;
Farahpour; Habibi, 2012).

Quanto a toxicidade, Dorria et al. (2017) relatou que a canela e o cinamaldeido
podem diminuir o efeito de substancias toxicas presentes no figado, rim, sangue, cérebro,
embrido, sistema reprodutivo, coragdo, baco em parte através de efeito antioxidante,
eliminag¢do de radicais livres, reducdo da peroxidagdo lipidica, antiinflamatério , atividade
fungistatica e fungicida, modulagdo das vias de sinalizagdo de CK-MB, LDH, TNF-a, IL-6,
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e fator nuclear kB (NF-kB).

O mecanismo da a¢do antimicrobiana do cinamaldeido, podera estar relacionada com
a interacdo junto a membrana celular, pois este Oleo essencial proporciona uma réapida
inibi¢do do metabolismo energético (Gill; Holley, 2004; Chan et al., 2016). A literatura
aborda também que a acdo do cinamaldeido esta relacionado a sua hidrofobicidade, através
do comprometimento da bicamada lipidica da membrana celular, provocando acentuado
aumento da permeabilidade aos protons e saida de moléculas e ions da célula bacteriana,
provocando a morte da mesma (JIA et al., 2011).

Amalaradjou ¢ Venkitanarayanan (2011) relataram que a acao do cinamaldeido frente
a Cronobacter sakazakii, provocou a interrup¢do de aminodcidos, carboidratos e
metabolismo dos lipidios, resultando na inibicdo das defesas celulares contra o estresse
oxidativo que ameniza a viruléncia.

Domadia et al. (2007) descreveram que as agdes antimicrobianas de cinamaldeido
estdo relacionadas com a inibigdo da divisdo celular através de FtsZ (proteina Z sensivel a

temperatura de filamentagdo). Neri et al. (2006) relataram que a principal vantagem
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cinamaldeido € que o contato direto ndo ¢ necessario para a atividade antimicrobiana. Sua
atividade microbicida pode ser atribuida as altas propriedades eletrofilicas do grupo carbonil
adjacente a dupla ligagdo que tornam este composto particularmente reativo com nucleofilos,
como proteina sulfidrila e amino grupos do microorganismo.

A agdo bactericida do cinamaldeido se d4 perante diferentes microrganismos, como

pode ser visto pelos estudos mais recentes publicados e mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Acdo bactericida do cinamaldeido contra bactérias gram positivas e gram
negativas.

Composto Microrganismos Autores
Quimico
S. epidermidis Albano et al. (2018)
S
2 E faecalis Ferro et al. (2016)
g
§ S. aureus Rieger (2014); Ferro et al. (2016); Wen et
L
&) al. (2016);
:g Pseudomonas aeruginosa Rieger (2014); Utchariyakiat et al.
]
% (2016); Wen et al., 2016; Firmino et al.
g (2018)
®)
Escherichia coli Rieger (2014); Wen et al. (2016); Manu

et al. (2017); Firmino et al. (2018)

Gram negativo

Salmonella enterica Manu et al. (2017)

Streptococcus pyogenes ~ Firmino et al. (2018)

Avaliando o efeito in vitro do cinamaldeido sobre as cepas de S. Epidermidis a
concentragdo inibitéria minima (CIM) encontrada variou de 300 a 500 pg/mL e a
concentragdo bactericida minima (MBC) de 400 a 600 pg/mL (Albano et al., 2018). Firmino
et al. (2018), relataram que as bactérias: S. pyogenes, P. aeruginosae E. coli, foram sensiveis
ao contato com cinamaldeido. Nos testes de viabilidade celular, 2 mg/ml de cinamaldeido
reduziram o numero de células viaveis por 5.74 Log (UFC/ml). Além disso, o cinamaldeido
exibiu atividade antimicrobiana e antibioflme.

No estudo efetuado Utchariyakiat et al. (2016) foi utilizada uma variedade de 6leos

essenciais para testar seus efeitos perante a P. aeruginosa multiresistente, da qual o 6leo de
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casca de canela apresentou uma grande atividade antimicrobiana contra todas as cepas
clinicas isoladas multiresistentes de P.aeruginosa, com CIM de 0,0562 a 0,225% v/v e MBC
de 0,1125 a 1,8% v / v. Relataram ainda que o cinamaldeido, um importante constituinte do
6leo de casca de canela, possui maior efeito antimicrobiano para P. aeruginosa do que o
eugenol.

A eficacia do cinamaldeido foi investigada na inativacao de Salmonella enterica e E.
coli e determina¢do da concentracdo inibitéria minima de cinamaldeido para ambos os
patogenos em meio Brain Heart Infusion (BHI), sendo observado que a concentragdo de 0,25
pL/mL e a de 1,5 pL/mL inativou completamente as bactérias (Manu et al., 2017). Estudando
os efeitos do cinamaldeido perante S. aureus e E. faecalis, Ferro et al. (2019) encontrou uma
CIM foi de 0,25 mg/ml para todas as cepas exceto para S. aureus ATCC 25923 (valor MIC
de 0,5 mg/ml). Os valores de MBC foram de 1,0 mg/ml para todas as cepas, Valores 2 a 4

vezes maior que cada MIC, indicando um efeito bactericida para a agdo do cinamaldeido.

2.3 Oleos essenciais contra microrganismos

Os 0leos essenciais sdo extraidos de diferentes espécies de plantas, as quais contém
para mais de 200 constituintes, sendo compostos por substincias volateis e ndo volateis de
baixo peso molecular. A grande quantidade de produtos (6leo essencial, gel, extrato)
derivados de plantas t€ém sido apontados como promissores, com aplicagdes destes 6leos
essenciais como agentes antimicrobianos, anticancer, anti-inflamatdrios, cicatrizantes,
antioxidante ¢ antivirais (Suntar et al., 2012; Aziz, 2018; Lu et al., 2018; Pandini, 2018).

Vérios substancias quimicas extraidas dos oOleos essenciais possuem atividade
antimicrobiana expressivas contra patégenos humanos ¢ vegetais. Como, por exemplo,
citronelol, estragol, eudesmol, eugenol, geraniol, acido linoléico, acido cindmico, trans-
cinamaldeido, carvacrol e fitol (Burt, 2004; Burt et al., 2005; Woehrlin, 2010; Moon et al.,
2011; Maxia, 2012). A capacidade antibacteriana dos Oleos essenciais deve-se
principalmente a presenga dos grupos funcionais organicos distintos encontrados no 6leo,
como o eugenol e o trans-cinamaldeido, os quais perturbam a estrutura celular bacteriana
através da penetracdo das membranas celulares e inibindo a produgdo de enzimas essenciais
em bactérias (Sanla-Ead et al., 2012; Langeveld, 2013).

As propriedades antimicrobianas de produtos derivados de oleos essenciais

extraidos de plantas estdo cada vez mais sendo testadas contra varios patogenos (CSUPOR et
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al., 2010). Alguns estudos mostraram que alguns destes 6leos extraidos de plantas, sdo ativos
contra linhagens multirresistente de P. aeruginosa (Jayaraman, 2010).

A literatura dispde de inumeros resultado de pesquisas realizadas com odleos
essenciais no intuito de encontrar novos compostos que apresentem acdo antimicrobiana
contra microrganismos patogénicos para enfrentar o problema do aumento da resisténcia
(Tabela 3), tendo sido encontrada agdo antibacteriana mais pronunciada sobre as bactérias
gram-positivas (Behbahni et al., 2013; Tabatabaei-Yazdi et al., 2015; Geraci et al., 2016;
Behbahani; Imani, 2017).

As bactérias gram-positivas possuem como caracteristica, uma camada espessa de
peptidoglicano fora da membrana celular, enquanto as espécies gram-negativas possuem uma
fina camada de peptidoglicano envolvida por uma membrana externa. A parte sacaridea do
lipopolissacarideo na membrana externa fornece uma superficie hidrofilica que forma uma
barreira contra muitas substancias hidrofébicas, incluindo antibioticos hidrofébicos (Nikaido,
1994).

Tabela 3: Atividade antimicrobiana de oOleos essenciais contra diferentes espécies de
microrganismos.

Oleo Essencial Microrganismo Autores

A. baumannii; P. aeruginosa, S. Lorenzo-Leal et al.

Pimenta dioica | | 0\s: MRSA e a levedura C. albicans. (2019)

Salmonella enterica subsp. Enterica; P.

Guarea kunthiana | aeruginosa; Proteus mirabilis; S. aureus; ..
& Pandini et al. (2018)

A. Juss E. faecalis; S. epidermidis e Bacillus
subtilis.
Oliveria P. aerogenes; E. coli; S. epidermidis ¢ S. Behbahani et al.
decumbens Pyogenes (2018)

Enterobacter aerogéneos; P. aeruginosa;,
Zira Negra E. coli; Shigella flexneri; S. epidermidis; | Noshad et al. (2018)
S. pyvogenes e Candida albicans.

S. pneumoniae; Vibrio cholerae ¢ E. coli | Canales-Martinez et

Bursera morelensis al. (2017)

S. aureus; Bacillus cereus (4313), B.

L bili
(AUTUS NODILS cereus (4384), E. coli e P. aeruginosa

Caputo et al. (2017)

E. coli; S. aureus resistentes a meticilina;
Geotrichum candidum; P. aeruginosa;

Ci Taha; Eldahsh
znnamémum Bacillus subtilis; Helicobacter pylori; aha, Bidanhshan,
glanduliferum ) i ) (2017).
Aspergillus fumigatus; Mycobacterium
tuberculosis
Phagnalon C. albicans; A. baumannii; Enterobacter

Brunel et al. (2016)

sordidum cloacae; E. coli; Klebsiella pneumonia,
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P. aeruginosa;  Bacillus  subtilis;
Enterococcus  faecium;  Enterococcus
hirae; S. aureus,  Staphylococcus
chromogenes; S. epidermis,
Staphylococcus  sciuri,  Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus uberis.

Estudo de Lorenzo-Leal et al. (2019) demonstrou que o uso de Oleos essenciais
provenientes da Pimenta dioica e Rosmarinus officinalis sdo uma alternativa efetiva contra
bactérias patogénicas e como controle antifingico, isoladamente ou em combinagdo com
antibioticoterapia. Além disso, o 6leo extraido de Rosmarinus officinalis poderia ser usado
como potente agente anti-inflamatorio.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Guarea kunthiana A. Juss foi testada
perante diferentes microrganismos: cinco bactérias gram negativas (E. coli; Salmonella
enterica subsp. Enterica; P. aeruginosa; Proteus mirabilis e K. pneumoniae) e quatro
bactérias gram-positivas (S. aureus; E. faecalis; S. epidermidis e Bacillus subtilis). O 6leo foi
efetivo frente a todos os microrganismos testados exceto para as bactérias E. coli e K.
pneumoniae, as quais se apresentaram resistentes a acdo do 6leo. Em geral, as bactérias
gram-positivas foram mais suscetiveis a agdo do oleo essencial em relacdo as gram-
negativas. Concluindo que o 6leo essencial apresentou atividade antibacteriana (Pandini et
al., 2018).

O oleo essencial de Oliveria decumbens (planta endémica da flora Iraniana) foi
avaliado contra algumas cepas clinicas e padrao causadoras de infec¢do, entre as quais P.
aerogenes, E. coli, S. pyogenes e S. epidermidis. As concentracio bactericida minima de dleo
essencial de Oliveria decumbens para cepas clinicas P. aerogenes, E. coli, S. epidermidis e S.
pyvogenes foi 16, 8, 4 e 2 mg/ml, respectivamente, ¢ para cepas padrdo foi de 8, 8, 2 e 1
mg/ml, respectivamente, mostrando-se com atividade antibacteriana, podendo ser utilizado
no tratamento de doengas infecciosas (Behbahani et al., 2018).

Bursera morelensis, conhecida como "Aceitillo", ¢ uma arvore endémica encontrada
no México. Os 0leos essenciais extraidos da casca desta espécie tém sido utilizados para o
tratamento de infec¢des da pele, apresentando também, propriedades curativas. Este oleo
essencial apresentou atividade antibacteriana contra cepas Gram positivas ¢ negativas. As
cepas mais sensiveis ao Oleo foram S. pneumoniae, Vibrio cholerae e Escherichia coli
(concentracdo minima inibitoria 0.125 mg/mL, concentracdo bactericida minima 0.25

mg/mL) Apresentando-se bactericida para Vibrio cholera (Canales-Martinez et al., 2017).
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2.4 Propriedade dos curativos

Para ser um bom curativo, o material deve apresentar as principais caracteristicas, que
sdo: capacidade de reduzir infecgdes, interromper o sangramento, absorver exsudatos,
proteger a ferida de infec¢des secunddrias, melhoria da cicatrizagdo e desbridamento da
ferida, de facil uso, biodegradabilidade, de facil esterilizagdo, niao toxico, ndo alérgico,
fornecer ou manter o ambiente umido entre a ferida e o curativo, isolamento térmico e
permitir trocas gasosas entre o tecido e a ferida (Kokabi et al., 2007; Muzzarelli et al., 2007;
Sezer; Cevher, 2011; Ahamed et al., 2015).

Os curativos tradicionais sd3o compostos de gaze e algoddo-gaze que sdo
caracterizados por alta capacidade de absor¢@o. No entanto, eles podem causar sangramento,
apresentam ma permeacdo de vapor e danificam o epitélio recém formado na remocdo. O
vazamento de exsudatos desses curativos pode também resultar em infec¢des bacterianas
(Edwards et al., 2001; Waring; Parsons, 2001; Sezer e Cevher, 2011).

Os curativos comercializados, apresentam uma grande variedade, sendo os mesmos
destinados ao tratamento de feridas graves e de dificil cicatrizagdo, porém, nenhum produto
existente apresenta todos os requisitos de um curativo ideal (MOURA et al., 2013).

Caracteristicas Otimas e desejaveis para um bom curativo e descritas na literatura
(Purner; Babu, 2000; Boateng et al., 2008; Muzzarelli, 2009; Dwivedi et al., 2016; Yingnan
Zhu et al., 2017) e estao demostradas na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas principais e secundarias de um curativo ideal.

Caracteristicas

Fundamentais Secundarias

1- Nao ser toxico ¢ ndo provocar alergias 1- Alcangar cura rapida, acelerando o
processo de reparo tecidual

2- Nao liberar particulas ou fibras ndo 2- Possuir atividade antimicrobiana,
biodegradaveis na ferida induzindo a uma baixa carga bacteriana

3- Oferecer prote¢do mecanica 3- Possuir atividade hemostatica

4- Garantir um ambiente imido para a 4- Exibir atividade de desbridamento
cicatrizacao (remocao de tecidos necréticos e corpos
estranhos)

5- Manter a ferida seca, com umidade e 5- Ser transparente para possibilitar o
pH otimos monitoramento da cicatriza¢do

6- Permitir trocas gasosas com o ambiente  7- Possuir capacidade de remover ou
inativar enzimas proteoliticas em feridas



17

cronicas
7- Garantir barreira biologica 8- Ser capaz de absorver o mau odor
8- Adequar-se a regido da ferida
9- Possuir custo acessivel

10- Ser resistente a agua e facilmente
removivel

11- Nao provocar dor quando aplicado ou
removido, sendo confortavel.

12- Nao necessitar de trocas frequentes

13-Funcionar efetivamente sob
Compressao

2.5 Polimeros a Base de Alginato para Efeitos Curativos

O Alginato ¢ um biopolimero naturalmente recorrente, polianidnico, € € extraido
principalmente de algas marrons das espécies Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum
e Macrocystis pyrifera, presente como uma mistura de sais de cations insoluveis, como o
calcio e o magnésio (George; Abraham, 2006). Considerado um composto ndo-tdxico,
relativamente barato, biocompativel, prontamente disponivel, com alta capacidade de
absor¢do e bem tolerado pelo sistema imunologico, tem sido usado como material base para
filmes biodegradaveis em curativos para feridas (Sudarsan; Franklin; Guhanathan, 2015;
Yadav et al., 2015; Tavassoli-Kafrani et al., 2016; Conzatti et al., 2017).

Os curativos de alginato sdo produzidos a partir dos sais de célcio ¢ so6dio do acido
alginico. Podem ser comercializados na forma de fibras flexiveis ou espumas liofilizadas.
(Boateng et al., 2008; Dhivya et al., 2015). As propriedades unicas do alginato, como citado
acima, fazem dele um potencial biopolimero, podendo minimizar os problemas nos curativos
de feridas atualmente utilizados, aumentando a absor¢ao de exsudato da ferida, formando
g¢is, minimizando infec¢des bacterianas, reduzindo os efeitos alérgicos adversos e
melhorando a cura devido a sua biocompatibilidade, etc. Possuindo também, propriedades
hemostaticas, que sdo uteis para feridas sangrantes (Boateng et al., 2008; Lee; Mooney,

2012; Sood et al., 2014; Dwivedi et al., 2016).
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A estrutura do alginato ¢ descrita como sendo um copolimero linear de anions (1,4) -
D-manuronato (M) e a-Lguluronato (G), unidos por ligagdes glicosidicas (1,4) em
proporgdes e arranjos variaveis. Na molécula de alginato, as regides homopoliméricas, sao
organizadas em blocos ao longo da cadeia, chamadas de blocos M e blocos G, encontram-se
associados a blocos alternados (blocos MG) na mesma molécula, como mostra a Figura 2

(Wiegand; Hipler, 2010; Lee; Mooney, 2012).

Figura 2: Estrutura quimica do 4cido alginico com seus respectivos blocos: blocos M ((1,4)
B-Dmanuronato) e blocos G (a-L-guluronato) (adaptada de Lee; Mooney, 2012)

o HOOH Ho
] . 7 OH
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SH
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HO
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oo
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Como caracteristicas principais do alginato, destaca-se a sua capacidade de absorc¢ao
e reten¢do agua e suas propriedades gelificantes e estabilizantes. Em fung¢do de sua estrutura
linear e alta massa molar (variando entre 10* ¢ 10° g/mol) os alginatos formam filmes e fibras
fortes no estado solido. Forma-se um gel quando o alginato entre em contato com a presenga
de ions divalentes como Ca*", Ba*", Mg?" e Sr**, sendo mais comumente empregado o calcio
(Rinaudo, 2008)

Os curativos a base de polimeros naturais como o alginato, sdo eficientes como
aceleradores de cicatrizagdo de feridas, em comparacdo com polimeros sintéticos. As feridas
cobertas com biopolimeros, apresentam uma taxa de cicatrizagdo acelerada, sem deixar
cicatriz (Kamoun et al., 2017). De acordo com a composi¢ao do alginato, existe duas
substancia caracteristicas, o acido gulurdnico e 4cido manurénico, cujas propor¢des afetam a
qualidade e as propriedades do polimero gerado. Quanto maior for a propor¢do de acido
gulurdnico, maior a dureza e a fragilidade. Quando a propor¢do de &4cido manurdnico for
maior, podem formar-se géis elasticos e moles (Dhivya et al., 2015; Jost; Reinelt, 2018).

Polimeros a base de alginato existem em diferentes formas: hidrogeis, filmes,

espumas e nanofibras. A sua utilizagdo em curativos de feridas tem se destacado pela alta
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absorc¢do do fluido da ferida e formagao de géis, aumento da porosidade, liberacao sustentada
do farmaco e efeitos ndo imunogénicos, proporcionando uma rapida reepiteliza¢do, formagao
de tecido de granulagdo, cicatrizagdo de feridas, fornecendo a uma ferida seca com um
ambiente fisiologicamente Umido. A incorporagdo de bioativos para acelerar a taxa de
cicatrizagdo e melhorar o potencial mecanico vém apresentando impacto no avango
terapéutico de curativos para feridas (Wiegand; Hipler, 2010; Szekalska et al. 2016;
Aderibigbe; Buyana, 2018).

Membranas de alginato sem incorporagdes e filmes de Alginato Ecklonia cava sem a
incorporacao de Oleos essenciais ndo mostraram atividade antimicrobiana contra cepas:
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus € Listeria Monocytogenes
(Baek et al. (2018). No estudo de Ture (2018) foram utilizados filmes contendo alginato com
e sem cloridrato de tetraciclina em ensaio de agar difusdo em disco contra S. Aureus e E.
Coli, onde os filmes livres de cloridrato de tetraciclina ndo apresentavam efeito inibitorio
contra as bactérias testadas durante 24 h de incubagao a 37 °C.

Um filme hidrocoléide de bicamada a base de alginato impregnada com o farmaco
modelo (ibuprofeno) com grande potencial para liberacdo lenta foi desenvolvido por Thu et
al. (2012) e os resultados sugeriram que o mesmo pode ser explorado como curativo, pois
apresentou como resultado uma taxa mais rapida de fechamento das feridas, e os dados

histologicos mostraram uma epiderme bem formada.

2.6 Polimeros contendo Cinamaldeido

Em misturas com biopolimeros, uma grande variedade de Oleos essenciais
combinados com alginato, quitosana, gelatina ou colageno foram processados para formar
filmes ativos ou nanofibras, possuindo atividades antioxidante, anti-inflamatoria ou
antimicrobiana. A utilizagdo de polimeros se d4 em fungao de suas propriedades emergentes
em comparacdo com agentes topicos sob a forma de solugdes, cremes ou pomadas, que
podem ser absorvidos mais rapido do que o requerido pelo processo de cicatrizagdo, atuando
em aspectos que o dificultam, tais como inflamagdo excessiva, isquemia, cicatrizagdo e
infec¢do da ferida (Aoyagi et al., 2007; Dwivedi et al., 2016; Pérez-Recalde et al., 2018).

A eficdcia de um sistema polimérico antimicrobiano ¢ determinada em parte pela
liberacao controlada das moléculas com capacidade antimicrobiana (Nostro et al., 2015). A
confeccdo de filmes, revestimentos, nanoparticulas contendo cinamaldeido foram produzidos

utilizando matérias-primas diversas, como visto na Tabela 5.



20

Tabela 5: Biomateriais com incorporagdo do cinamaldeido.

Filmes Autores

Celulose Sanla-Ead et al. (2012)

Quitosana Brasil et al. (2012); Marin et al. (2014); Rieger (2014);
Loquercio et al. (2015); Wen et al. (2016); Chen et al.
(2017)

Alginato Loquercio et al. (2015)

Pectina Brasil et al. (2012); Ravishankar et al. (2012)

Gliadina Balaguer, et al. (2013)

Nano fibras de polivinil
Polietileno-co-vinilacetato
Acido lactico-co-glicolico

Nanoparticulas de ouro
recobertas com silica
Parafina solida

Amido

Proteina de soja

Rieger (2014); Wen et al. (2016)

Nostro et al. (2015)

Gomes et al. (2011); Zodrow et al. (2012)
Ramasamy et al. (2017)

Rodriguez et al. (2008)
Tian et al. (2013); De Souza et al. (2014); Ke et al. (2019)
Arfa et al. (2007); Wu et al. (2019)

Ao ser incorporado em quitosana ou em nano fibras de polivinil, o cinamaldeido
mostrou atividade antimicrobiana contra cepas de: E. coli, P. aeruginosa ¢ S. aureus (Rieger,
2014; Wen et al., 2016). O cinamaldeido foi encapsulado em B-ciclodextrina e acido
poililatico através da eletrofiacdo em diferentes proporgdes. A mistura apresentou atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus, ndo presentando citotoxicidade em células humanas.
Segundo estes resultados o polimero produzido podera ter aplicacdes como materiais para
curativos e para uso em outras aplicagcdes biomédicas (Liu et al., 2017).

Com o objetivo de aumentar a solubilidade do cinamaldeido em agua e suas
propriedades bacteriostaticas e atividade bactericida contra patdgenos aquaticos, o mesmo foi
encapsulado em lipossomas, apresentando como resultados das MICs: 120,3 mg/L para
Streptococcus agalactiae e Vibrio alginolyticus, 179,7 mg/L para Aeromonas hydrophila ¢
Vibrio vulnificus ¢ 59,5 mg/L para Vibrio parahaemolyticus. MBCs: de 179,7 mg/L para S.
agalactiae e V. alginolyticus, 239,2 mg/L para A. hydrophila e V. vulnificus, e 120,3 mg/L
para V. parahaemolyticus. Tais resultados sugerem que o cinamaldeido poderd substituir
antibidticos para o tratamento de patdgenos resistentes em ambientes aquaticos (Faikoh et al.,

2014).
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O efeito da temperatura na liberagdo de cinamaldeido e carvacrol incorporados por
fusdo em filmes poliméricos de polietileno-co-vinilacetato, isoladamente e em combinagdo
foi avaliado quanto suas propriedades superficiais e atividade antibacteriana e anti-biofilme
contra E. coli e S. aureus. Os 6leos essenciais utilizados, ndo alteraram a superficie da
membrana, mas a mistura dos dois 6leos apresentou o maior efeito bactericida (Nostro et al.,
2015).

A deterioracdo de alimentos pelos fungos Penicillium expansum e Aspergillus niger
foi avaliada in vitro com o uso de filmes de gliadina incorporado ao cinamaldeido nas
concentrgoes de 1.5, 3 e 5% (g/100 g de proteina). A concentracdo a 5% foi suficiente para
aumentar o tempode vida dos alimentos na prateleira, demonstrando um potencial notavel
destes novos bioplasticos com compostos antimicrobianos naturais, como solugdes
inovadoras a serem usadas em embalagens de alimentos ativos para estender o prazo de

validade de produtos alimenticios (Balaguer et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Produzir um biopolimero de alginato biocompativel incorporado com cinamaldeido
com capacidade antimicrobiana e possuindo requisitos necessarios para tornar-se um bom

curativo a ser utilizado em lesoes de pele.

3.2 Especificos

v" Realizar um planejamento fatorial utilizando trés variaveis - alginato, cloreto
de calcio e cinamaldeido para obten¢do de uma membrana hidrogel de trabalho.

v' Testar a eficiéncia do cinamaldeido incorporado ao alginato frente as bactérias
(P. aeruginosa, S. aureus, A. baumannii).

v' Analisar em conjunto os constituintes da membrana hidrogel de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e fisicas, tais como aspecto, morfologia, espessura,
rugosidade, comportamento na presenca de umidade e comportamento hidrico.
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ARTIGO 1

POLYSACCHARIDE-BASED FORMULATIONS FOR HEALING OF SKIN-RELATED
WOUND INFECTIONS: LESSONS FROM ANIMAL MODELS AND CLINICAL
TRIALS

FORMULACOES BASEADAS EM POLISACARIDEOS PARA CURA DE INFECCOES
RELATIVAS A PELE: LICOES DE MODELOS ANIMALIS E ENSAIOS CLINICOS

RESUMO

As lesdes na pele constituem uma porta de entrada para bactérias patogénicas que podem ser
parte da microbiota tecidual ou adquiridas do meio ambiente. Esses microrganismos (como
Acinetobacter  baumannii, — Enterococcus  faecalis, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus) produzem fatores de viruléncia que prejudicam a integridade do
tecido e sustentam a fase inflamatoria, levando ao estabelecimento de feridas cronicas. Os
altos niveis de resisténcia antimicrobiana limitaram o arsenal terapéutico para combater
infec¢des de pele. Assim, o tratamento de feridas cronicas ndo cicatrizantes ¢ um enorme
desafio para os servicos de saide em todo o mundo, impondo grandes danos
socioecondmicos aos individuos afetados. Esse cenario incentivou o uso de polimeros
naturais, como o polissacarideo, para desenvolver novas formulacdes (membranas,
nanoparticulas, hidrogéis e esponjas) a serem aplicadas no tratamento de infecgdes de pele.
Nesta revisdo ndo exaustiva, discutimos as aplicagdes de formulagdes a base de
polissacarideos na cicatrizag@o de feridas infectadas em modelos animais e ensaios clinicos.
As formulagdes discutidas nesta revisdo foram preparadas usando alginato, celulose,
quitosana e 4acido hialurénico. Além de ter acdes de cura em si, essas formulagdes de
polissacarideos podem atuar como sistemas de administragdo transdérmica de
medicamentos, controlando a liberagdo de ingredientes ativos (como agentes
antimicrobianos e de cura). Os trabalhos mostram que essas formulagdes a base de
polissacarideos sdo eficientes no controle de infeccdes e melhoram a cicatrizagdo, mesmo
em feridas infectadas cronicas. Esses dados devem impactar positivamente o design de
novos curativos para tratar infecgoes de pele.

Palavras-chave: alginato; celulose; quitosana; acido hialurénico; feridas infectadas
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Abstract: Skin injuries constitute a gateway for pathogenic bacteria that can be either part of tissue
microbiota or acquired from the environmental. These microorganisms (such as Acinetobacter
baumannii, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus) produce
virulence factors that impair tissue integrity and sustain the inflammatory phase leading for
establishment of chronic wounds. The high levels of antimicrobial resistance have limited the
therapeutic arsenal for combatting skin infections. Thus, the treatment of non-healing chronic
wounds is a huge challenge for health services worldwide, imposing great socio-economic damage
to the affected individuals. This scenario has encouraged the use of natural polymers, such as
polysaccharide, in order to develop new formulations (membranes, nanoparticles, hydrogels,
scaffolds) to be applied in the treatment of skin infections. In this non-exhaustive review, we discuss
the applications of polysaccharide-based formulations in the healing of infected wounds in animal
models and clinical trials. The formulations discussed in this review were prepared using alginate,
cellulose, chitosan, and hyaluronic acid. In addition to have healing actions per se, these
polysaccharide formulations can act as transdermal drug delivery systems, controlling the release of
active ingredients (such as antimicrobial and healing agents). The papers show that these
polysaccharides-based formulations are efficient in controlling infection and improve the healing,
even in chronic infected wounds. These data should positively impact the design of new dressings to
treat skin infections.

Keywords: alginate; cellulose; chitosan; hyaluronic acid; infected wounds

1. Introduction

Wound healing is a complex biochemical and cellular process consisting of sequential and
overlapping phases (hemostasis, inflammatory, proliferative, and remodeling stages) that occur in
response to the physical disruption of tissue [1,2]. Skin injuries constitute a gateway for

Biomolecules 2020, 10, 63; doi:10.3390/biom10010063 www.mdpi.com/journal/biomolecules
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pathogenic bacteria that can be either part of tissue microbiota or acquired from the environment.
These microorganisms produce virulence factors that impair tissue integrity and sustain the
inflammatoryphaseleadingfordevelopmentofwounds[3—5]. Otherfactorsthatcontributetochronicity of
lesions include the following comorbidities: neoplasias, metabolic disorders, vascular pathologies,
and immunodeficiencies [6].

Several pathogens can be involved in skin infections; among them, some bacteria genus are
highlighted such as Acinetobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas,
Staphylococcus, and Streptococcus [3,7]. Chronic wounds are frequently infected by more than one
species, resulting in increasing damage to host tissue [3]. These infections are usually associated with
biofilm formation, an environment where microorganisms interact to produce extracellular substances
that contribute to the phenomena of drug resistance and host immune evasion [8]. In addition, the
biofilm is a favorable niche for dissemination of genes related to antimicrobial resistance and
virulence determinants [9,10].

The treatment of non-healing chronic wounds is a huge challenge for the health services
worldwide, imposing great socio-economic damages to the affected individuals [11,12]. A wide range
of dressings are used to treat severe wounds. In general, the dressing should have some characteristics
that are classified as fundamental or secondary requirements (Table 1). Examples of the fundamental
properties include mechanical protection and cytocompatibility. The ideal dressing should have high
absorption capacity, be comfortable, allow the visualization of the wound, and avoid pain in the
removal. In addition, it should not provoke allergic reaction [13—18].

Table 1. Summary of fundamental and secondary characteristics for an ideal dressing,

Fundamental Characteristics Secondary Characteristics

1= It should offer mechanical protection;
2- It should keep the wound with optimum moisture  1- It could promote wound healing

and pH; 2. Itcould have antimicrobial activity;
3-  Itshould allow gas exchange with the environment; 3. It could have hemostatic activity;
4- It should ensure biological barrier; 4 Itcould promote the debridement;
5 It should have affordable cost; 5. Itshould minimize the scar tissue formation;
6- It should be water resistant and easily removable;  6- [t could be transparent to allow
7- It should not need frequent changes; healing monitoring;
8- It should not be toxic or cause allergic reactions; 7- It could inactivate proteolytic enzymes in
9- It should not release non-biodegradable particles or chronic wounds;

fibers into the wound. B Itcould be able to absorb bad odor.

10- It should not cause pain when applied or removed.

Based on [13-19].

Traditional topical dressings (such as gauze) usually offer good absorption, but also provide
desiccation of the wound and can provoke skin damage when removed. These disadvantages led to
the development of new dressings with a broader spectrum of properties [20]. Different polymeric
materials (synthetic or natural) are used for the development of dressings (foams, hydrogels,
hydrocolloids, films, membranes), and each type has advantages and disadvantages making them
suitable for the treatment of specific types of wound (Table 2).

Furthermore, the treatment of skin infections requires the incorporation of antimicrobial agents
such as silver and other marketed antibiotics [20]. In some situations, topical antimicrobials are
administrated in combination with systemic antibiotics [21]. However, the high levels of
antimicrobial resistance have limited the therapeutic arsenal to combat skin infections [20,22]. In this
sense, new bioactive compounds (with antimicrobial, healing, and/or immunomodulatory actions) are
explored for the treatment of chronic and infected wounds [20,23,24].
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Importantly, no existing product meets all the requirements of an ideal dressing. This
scenario has encouraged the use of natural polymers, such as carbohydrates, in order to develop
new formulations to be applied in the treatment of skin infections [23,32—36]. In this descriptive
review, we present the application of polysaccharide-based formulations in in vivo experimental
models of skin wounds infections induced by bacteria. The manuscripts were obtained in
PubMed and were selected papers with formulations prepared with alginate, cellulose, chitosan,
and hyaluronic acid (structural representations are shown in Figure 1).
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Figure 1. Structural representations of the polysaccharides used for development of dressings
Evaluated in this study. (a) Alginate; (b) cellulose; (¢) chitosan; (d) hyaluronic acid.

2. Polysaccharides and Development of Healing Agents

Polysaccharides are stereoregular polymers of monosaccharides extracted from plants,
algae, animals, fungi, or obtained via fermentation [37-39]; these complex carbohydrates are
useful in many biotechnological applications, for example as dietary fiber, texture modifiers,
gelling agents, thickeners, emulsifiers, stabilizers, coating agents, and packaging films [40—42].
They are considered unique raw materials due to their inexpensiveness and great availability,
for example plant cellulose and chitosan [37,38].

In addition, it is possible to point at several biological and chemical properties that
support their application as healing agents, including non-toxicity, biocompatibility,
biodegradability, poly-functionality, high chemical reactivity, chirality, chelation, and
adsorption capacity [41,43]. The excellent adsorption behavior of polysaccharides is related to
four properties: (1) Their high hydrophilicity; (2) the presence of a vast number of functional
groups (acetamido, primary amino, and/or hydroxyl groups); (3) the high chemical reactivity of
these functional groups; and (4) the flexible structure of the polymer chain [44,45].

Natural gums are polysaccharides composed of multiple sugar units that crosslink to
create large molecules with heterogeneous composition. Upon hydrolysis, they yield simple
monosaccharides, such as arabinose, galactose, glucose, mannose, xylose or uronic acids
[46,47]. Gums are abundant in nature and commonly found in many higher plants; in addition,
they are frequently produced as a protection mechanism following plant injury [48,49]. Besides
gums, the polysaccharides also include mucilages. Although they share a natural polymeric
source, gums and mucilages have certain differences: (i) gums readily dissolve in water, while
mucilages form viscous masses; (ii)) gums are considered pathological products, whereas
mucilages are physiological products [47]. In addition, their similarities are related to their
broad range of physicochemical properties [40,50].
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Many natural gums form three-dimension al Polymer networks known as gels. In this
conformation, the heterogeneous gum molecules become entangled with each other (and any
other large molecules also present in the structure), interfering in their movement [46,48,51].
Also, natural gums are often known for their swelling properties; in this case, properties
associated with the entrapment of large amounts of water between their chains and branches.
The ability to act both as solution and as gel suggests that the physicochemical characteristics of
polysaccharides can be used to formulate different matrices, including membranes (films and
coatings), scaffolds, gels, and hydrogels [47,51,52].

Studies involving the use of polysaccharide as membranes, gels, and hydrogels have
already been developed for important and different purposes. In the pharmaceutical field, for
example, polysaccharide-based membranes have been developed as wound dressings for
healing treatments due to their characteristics of biomolecule immobilization, controlled release,
and adhesion [52-54]. In addition to have healing actions per se, these polysaccharide
formulations can act as transdermal drug delivery systems, controlling the release of active
ingredients [55-59]. In the following sections, we discuss the use of some polysaccharide-based
formulations in the healing of infected wounds using animal models and clinical trials (as
summarized in Table 3).

Table 3. Polysaccharide-based formulations employed in the treatment of skin-related infections in
animal models and clinical trials.

. Formulation  Incorporated Infection .
Polysaccharide Co-Polymer Type Agent Model Bacteria Ref.
- Algmgte Silver Human ) [60]
dressing
Algmgte Silver Human ) [61]
dressing
Alginate .. Animal
Alginate - dressing CM11 peptide (mice) MRSA [32]
A. baumannii,
. K
- Hydrogel Honey Animal pneumoniae;  [62]
(rats) .
P. aeruginosa; S.
aureus
Cellulose (Sodium Animal P. aerucinosa: S
carboxymethyl - Film - (rats) ’ & > [33]
aureus
cellulose)
Cellulose Animal
(Hydroxypropyl - Gel PXUSO (mice) P. aeruginosa  [63]
peptide
cellulose)
Curcumin (loaded Animal E. coli; P.
Cellulose Collagen Scaffolds in gelatin (rats) aeruginosa;,  [34]
microspheres) S. aureus
Animal P. mirabilis; P.
. . 64—
- Dressing - (rats) aeruginosa; S. 66]
aureus
Chitosan acetate A. baumannii;
. Silver Animal MRSA;
) Dressing nanoparticles  (mice) P. mirabilis; P. (671

aeruginosa
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Silver Animal

Dressing . . MRSA [68]
Chitosan nanoparticles  (mice)
i
. Animal
Collagen Hydrogel Lysostaphin (rabbits) MRSA  [36,69]
Aldehyde-
. modified .
Chitosan (glycol . Animal .
. poly(ethylene Hydrogel Colistin . P. aeruginosa [36,69]
chitosan) glycol) (mice)
derivative
Chitosan Animal P. aeruginosa: S
(Carboxymethyl - - Nanoparticles - (rabbits) - derugmnosd, . [70]
chitosan) aureus
Chitosan Poly(lactic- .
(Hydroxypropyltrimethyl . Nanofibrous Animal
. : coglycolic - . S. aureus [71]
ammonium chloride h Membranes (mice)
chitosan) acid)
EDTA Fe3+;
PDGF-BB Animal E. coli; S.
) Hydrogel growth (mice) aureus (72]
factor
Hyaluronic acid Sanguinarine
Dextran Hydrogel (loaded in — Animal E. coli; MRSA  [73]
gelatin (mice)
microspheres)
- Topical spray Metallic silver Human - [74]

3. Alginate-Based Formulations

Alginate is polymer formed by residues of B-d-mannuronate and a-l-guluronate, which is
mainly extracted from brown algae (such as Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, and
Macrocystis pyrifera) [39]. This polysaccharide is biocompatible, relatively inexpensive, and its
formulations have high absorption capacities [39]. These characteristics, associated with the fact
that alginate forms gels with structural similarity to the extracellular tissue matrices, make
alginate an interesting material for wound dressings [75]. Following, examples of healing action
of alginate-based formulations in skin wound infection are provided.

A clinical study was designed to evaluate the effects of the treatment with silver-releasing
hydroalginate dressing (Silvercel) in patients with infected venous leg ulcers or pressure ulcers.
The patients (n = 99) were divided into two groups submitted to the treatment with either
Silvercel (test group; 41 subjects) or Algosteril (pure calcium alginate dressing; control group
with 48 individuals) for four weeks. The authors reported that Silvercel treatment induced a
faster closure rate and fewer cases of clinical infection in relation to control group. Furthermore,
the wound severity score was lower in the test group [60].

Similar results were observed later in a randomized study using silver alginate powder
(silver and calcium alginate powder) for the treatment of chronic wounds (leg and foot ulcers
with more than one month of duration). The patients were allocated in the test group (n = 24);
treated with foam dressing with silver alginate powder) and control group (n = 10); treated with
foam dressing without silver alginate powder). The study was conducted for four weeks with up
to three dressing changes per week. The individuals in the test group showed greater reductions
in the infection score and wound surface reduction when compared to control group [61]. It is
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important to highlight that these above-mentioned clinical studies did not provide any data
about the identification of microbial species involved in the wound infections.

Alginate-based dressings were also evaluated in experimental models of wound
infections using mice and rats [32,62]. For instance, the antimicrobial action of an alginate
sulfate-hydrogel containing the synthetic peptide CM11 (WKLFKKILKVL-NH;) was evaluated
in a murine skin infection induced by a subcutaneous injection of methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) [32]. CM11 was chosen due to its potent antimicrobial action against several species
including A. baumannii, Brucella melitensis, E. coli, S. aureus, and P. aeruginosa [76—78]. The
study used ICR mice (female, eight weeks) that received a subcutaneous injection of MRSA
suspension (200 pL; at 3 x 108 CFU/mL) in the scapular area. The wounds were treated using a
hydrogel incorporated with CM11 (128 mg/L) or hydrogel without the peptide. The treatment
with CM11-loaded hydrogel improved the healing process when compared with mice without
treatment. At the end of the treatment, the mice treated with peptide formulation did not show
any wounds. These effects were similar to those observed for topical treatment with 2%
mupirocin (positive control) [32].

In another study, alginate hydrogel was incorporated with antimicrobial honey collected
in Iran for the treatment of burn infection induced by biofilm forming strains. Initially, the
authors evaluated the antimicrobial action of different honeys, leading to the selection of the
Thymol-based honey collected in Damavand province. The in vivo experimental model used
Wistar rats (female, 6—8 weeks). Burn lesions were induced with heated steel disks (2 ¢cm) for
9-11 s, followed by contamination with 100 uL of microbial suspension (at 1.5 x 103 CFU/mL)
of each bacteria (4. baumannii, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, or S. aureus). After 24 h,
the mice received five grams of honey-based hydrogel (twice a day). The honey-incorporated
alginate hydrogel shortened the closure period the wounds infected with all tested pathogens,
when compared with the untreated mice infected with each bacteria [62].

Although the results obtained with the two above-described alginate-based hydrogels are
promising, the authors did not report some important aspects related to the treatment such as
bacterial loads, histological analysis, and immune response. These data are very important in
order to better characterize the efficacy of the treatment.

4. Cellulose-Based Formulations

Cellulose is a hydrophilic polysaccharide known as the most abundant renewable organic
polymer in the world. It is found in plant cell walls and in some marine organisms, bacteria,
algae, fungi, and invertebrates. This carbohydrate and its derivatives have several attributes that
makes them interesting as materials for wound dressing, such as bio-degradability,
biocompatibility, high moisture content, high surface area, flexibility, and mechanical stability
[38,79]. In addition, cellulose has several hydroxyl groups available to form hydrogen bonds
that allow the chains to form ordered structures and binding of different materials to the
polymeric matrix [38].

Sodium carboxymethylcellulose (SCMC) is a cellulose derivative (sodium salt of
carboxymethyl ether cellulose) that has been employed for wound healing [33,80]. Films
prepared from SCMC with different molecular weights were evaluated in skin infection induced
in Sprague—Dawley (SD) male rats (three months). The wounds were prepared in mice back
using circular plastic ring (2.20 cm X% 1.27 cm) containing hot water (65.0 = 5.0 °C). Each
wound was inoculated with 40 pL of P. aeruginosa or S. aureus suspension (10° CFU). The
animals received the respective film 2 min after the infection, and the films were changed every
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6 h for 48 h. The films did not interfere with the bacterial growth in vitro. However, all SCMC
films reduced the time needed for healing the P. aeruginosa-infected wounds in relation to
untreated mice; however, the best results were obtained by the treatment with low molecular
weight SCMC (LV) films. These results were confirmed by the reduced levels of bacterial load
in LV-treated mice. In relation to S. aureus infection, the higher activity was observed for the
topical administration of high weight SCMC (HV) films [33].

Other cellulose derivative used for development of wound dressings is hydroxypropyl
cellulose [63,81]. A gel based on this carbohydrate was prepared for the incorporation of the
synthetic antimicrobial peptide PXL.150 and tested in third-degree burn wounds infected with P.
aeruginosa [63]. The skin of BALB/cOlaHsd mice (7-8 weeks, female) was wounded using
metallic rod (1 cm?) heated in boiling water for 30 s. The infection was induced 5 min after
wound induction by inoculation of P. aeruginosa PAOI-Lux1 (bioluminescent strain, 5 x 10°
CFU). The healing and antimicrobial effects of PXL150 were improved by its incorporation in
the hydroxypropyl cellulose gel. The authors applied gels containing different concentrations of
PXL150 (1.25, 2.5, 5, 10, and 20 mg/g) twice a day and observed positive results in bacterial
load in all concentrations (except for 1.25 mg/g) in relation to untreated wounds [63]. PXL150
has been also showed to accelerate the healing in experimental models of surgical site infections
and skin and soft tissue infections [82,83].

Cellulose in association with collagen was used for the fabrication of nanocrystals
composite scaffolds containing curcumin-loaded gelatin microspheres (Cur/GMs/Coll-CNCs)
[34]. This approach was employed due to the low stability and high hydrophobicity of
curcumin, a compound highlighted for high therapeutic potential as antimicrobial, healing, and
anti-inflammatory agent [84-87]. The authors showed that curcumin was released in a
controlled and sustained way from the scaffolds. Cur/GMs/Coll-CNCs also exhibited in vitro
inhibitory action towards E. coli, S. aureus, and P. aeruginosa. In the experimental model, full-
thickness burns were induced in SD male rats using hot circular copper billets (15 mm diameter;
90 °C) during 20 s. The wounds were infected with P. aeruginosa suspension (1 x 108 CFU).
The Cur/GMs/Coll-CNCs scaffolds shortened the healing process in relation to untreated rats.
The Cur/GMs/Coll-CNCs-treated animals also had lower inflammatory signals, a condition
confirmed by the reduced levels of inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, and TNFa) [34].

5. Chitosan-Based Formulations

Due to its special set of biological properties (including biocompatibility, reduced to
absent toxicity, and immunostimulatory activities), chitosan has been pointed as an attractive
tool for wound healing [43,88]. This polymer is obtained by partial deacetylation of chitin, the
most abundant natural polymer after cellulose, as it is found in exoskeleton of certain living
organisms like crustaceans and cell wall of fungi. Chitosan and its derivatives are among the
most frequently natural material used for wound dressings applications [42,89]. Hybrid
materials based on chitosan or its derivatives polymers have been also used for incorporate
antimicrobial agents [90,91].

Several evidences have demonstrated that the healing properties of chitosan are related to
its ability to modulate cellular processes related to cell proliferation and host immunity [92]. For
example, this polymer promotes migration of polymorphonuclear neutrophils (PMNs), and
proliferation of dermal fibroblasts [92,93]. In addition, chitosan provides additional protection
towards infection due to its direct inhibitory action against several microorganism and causing
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minimal adverse effects [64,94]. All these attributes advocate for the use of chitosan and
derivatives for the development of dressings for treatment of skin infections.

Chitosan acetate is used for preparation of bandages with high healing activity due to
their hemostatic and antimicrobial actions. A comparative analysis of the healing effects of
HemCon® (an engineered chitosan acetate dressing), alginate sponge bandage, and silver
sulfadiazine cream was performed using full-thickness excisional wounds induced in male

Balb/c mice and infected with bioluminescent strains of S. aureus (25 107 CFU), P.

aeruginosa (5 107 CFU) or Proteus mirabilis (25 x 107 CFU). HemCon® treatment was able to

reduce the levels of bacterial loads in the skin. For the models using P. aeruginosa and P.
mirabilis, HemCon® prevented the establishment of systemic infection, resulting in the survival
of all animals. This effect was not observed for the other groups, where the mice survival was
reduced [64].

In a similar work (using the same experimental model described above [64]), the efficacy
of HemCon® for treatment of full-thickness excisional wounds infected with S. aureus was
correlated with a reduction in the number of inflammatory cells in the wound [65]. The same
research group also reported that topical administration of HemCon® in BALB/c mice (female,
6 to 8 weeks) accelerated the healing of third-degree burns created by brass blocks (10 x 10
mm; preheated at 92-95 °C) and infected by S. aureus, P. aeruginosa, or P. mirabilis.
HemCon® bandage increased the survival of mice with wounds infected by P. aeruginosa or P.
mirabilis in relation to those animals without treatment [66].

Another application of chitosan is the improvement of the therapeutic value of silver
nanoparticles (AgNPs) [67]. Silver is an antimicrobial agent widely used for management of
bacterial skin infections [95]. The authors first showed that chitosan acetate and nanoparticle
silver exhibited synergistic in vitro effects against MRSA, P. aeruginosa, P. mirabilis, and A.
baumannii. Following this, third-degree burns were induced in BALB/c mice (female; 6—8
weeks) as reported for Dai et al. [66]. P. aeruginosa suspension (1 x 10 CFU) was inoculated
in each wound five minutes after the skin damage. The treatment with chitosan acetate dressing
incorporated with AgNPs accelerated the healing of P. aeruginosa-infected burns in relation to
animals treated with chitosan acetate bandage without AgNPs or untreated mice. The use of
AgNPs-chitosan acetate dressing reduced the levels of P. aeruginosa in blood and the mice
mortality when compared with the groups treated with chitosan acetate alone [67].

It has also been reported that chitosan is a good stabilizer for AgNPs and this preparation
has improved healing activity [35,96]. A mouse model of wound infection induced by a MRSA
was employed to evaluate the healing efficacy of low molecular weight chitosan-coated silver
nanoparticles (LMWC-AgNPs). Full-thickness skin wounds (1.5 x 1.5 cm) were created in the
back of Balb/c mice followed by inoculation of 100 uL of MRSA suspension at 9 x 103
CFU/mL. LMWC-AgNPs showed in vitro antimicrobial action and this preparation was less
toxic towards human fibroblast than polyvinylpyrrolidone-coated silver nanoparticles (PVP-
AgNPs) and uncoated AgNPs. Similarly, LMWC-AgNPs exhibited in vivo inhibitory action
against MRSA and improved the healing process in relation to untreated mice. Importantly, the
adverse effects typically associated with AgNPs on liver function were reduced in mice treated
with LMWC-AgNPs [68].

Chitosan has been also applied for the development of hydrogel formulations loaded with
therapeutics agents (such as lysostaphin and colistin) in order to manage wound infections
[36,69]. Lysostaphin was incorporated into a chitosan-collagen hydrogel (CCHL) and tested
against MRSA-induced burn infection in New Zealand White rabbits. The authors used an
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electronic temperature controller (80 °C, 15 s) to create third-degree burn wounds (3 x 3 cm).
The eschar was removed two days after burning and each wound was infected with MRSA (200
puL of 1 x 10° CFU/mL bacterial suspension). The animals treated with CCHL should
improvements in lesion healing associated with the reduction of MRSA burden when compared
to groups treated with chitosan-collagen hydrogel without lysostaphin or saline-treated animals.
The administration of CCHL also leaded to a better restoration of tissue architecture at the end
of the treatment [36].

Colistin was loaded into self-healable hydrogel prepared with glycol chitosan and
aldehyde-modified poly(ethylene glycol) derivative and used for treatment of P. aeruginosa-
induced burn infection in neutropenic mice. The animals treated with colistin-loaded chitosan
hydrogel showed reduced levels of bacteria in the wound tissue when compared with groups
treated with saline or chitosan hydrogel. In fact, colistin-loaded chitosan hydrogel promoted a
similar inhibitory profile to the colistin solution for both colistin-sensitive and colistin-resistant
P. aeruginosa strains [69].

Another application of chitosan derivatives is the loading of photosensitizer agent for
photodynamic therapy (PDT). In this case, carboxymethyl chitosan nanoparticles (CMCNPs)
were loaded with ammonium methylbenzene blue (MB) and used in PDT against S. aureus and
P. aeruginosa. In vitro, the PDT with CMCNPs had bactericidal and biofilm eradication
properties, related to ROS production. Photodynamic therapy with CMCNPs was also evaluated
in vivo using Japanese big ear rabbits submitted to subcutaneous injection of S. aureus (0.5 mL
of 1 x 10’ CFU/mL).

The treatment with PDT plus CMCNPs showed high efficiency in managing bacterial
infection when compared with the other experimental groups (animals treated with laser,
CMCNPs or untreated). The rabbits treated with PDT plus CMCNPs also showed marked
reductions on TNF-a and IL-6 levels and greater resolution of the wound in relation to other
groups [70].

A nanofiber composed of poly(lactic-co-glycolic acid)-hydroxypropyltrimethyl
ammonium chloride chitosan (PLGA-HACC) was also evaluated against S. aureus-infected
wounds in mice. PLGA-HACC exhibited higher in vitro antibacterial activity (against S. aureus
and P. aeruginosa) than membranes produced by PLGA alone or chitosan graft plus PLGA
(PLGA-CS). PLGA-HACC also showed favorable properties such as cytocompatibility and
significantly stimulated adhesion, spreading, and proliferation of fibroblasts (HDFs) and human
keratinocytes (HaCaTs). In vivo studies were performed using BALB/c mice (four weeks old)
in a model of full-thickness excisional wounds infected with 100 pL of S. aureus suspension (1
x 108 CFU/mL). PLGA-HACC induced a faster contraction of S. aureus-infected wounds than
the other tested membranes (PLGA and PLGA-CS). This effect was confirmed by the lower
levels of bacteria in skin (total eradication was observed after seven days of treatment) and
higher collagen deposition [71].

6. Hyaluronic Acid-Based Formulations

Hyaluronic acid (HA) is a non-sulfated glycosaminoglycan composed by repeated
disaccharides of B-1,4-linked D-glucuronic acid and f-1,3-linked N-acetyl-d-glucosamine [97].
It is found as the main component of extracellular matrix in hydrated tissues, including skin
where it plays essential roles in cellular migration and inflammation during tissue regeneration
[97-100]. This naturally occurring polymer has some characteristics (wide availability,
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biocompatibility, and safety) that make it a suitable material for wound dressings [101-103].
The topical injection of topical hyaluronic acid in combination with cefazolin has been shown to
reduce the severity of S. aureus-induced surgical-site infection [104].

Recently, a cross-linked hyaluronic acid-based hydrogel with EDTA-Fe** complexes
incorporated with platelet derived growth factor (PDGF-BB; a mitogenic agent) was effectively
employed to treat wound infection provoked by E. coli. The inclusion of EDTA—Fe** complexes
in hydrogel aimed to promote bacterial inhibition, since during the inflammatory phase the
immune cells produce hydrogen peroxide that in turn reacts with Fe* leading to production of
hydroxyl radicals (through Fenton reaction). In vitro analysis showed that the hydrogel inhibited
E. coli and S. aureus growth. The in vivo model used C57BL/6 mice (eight weeks old, female)
and was based on the infection of full-thickness excisional wounds by E. coli (100 uL of a
suspension at 1 x 10° CFU/mL). The mice treated with the hydrogel loaded with PDGF-BB
showed a faster tissue reparation than the control groups (animals treated with hydrogel without
PDGF-BB or untreated mice). This effect was accomplished with improvement of angiogenesis,
reduction of inflammatory burden, and bacteria levels in the skin [72].

Another hydrogel was produced by a combination of HA and dextran; this formulation
was functionalized with gelatin microspheres loaded with sanguinarine (SA/GMs/Dex-HA).
The alkaloid sanguinarine (purified from roots of plants as Sanguinaria canadensis L. and
Chelidonium majus L.) was chosen due to its antimicrobial (related to DNA damage) and anti-
inflammatory effects [105—108]. Firstly, the in vitro antimicrobial action of the formulation was
evaluated against MRSA and E. coli, along with the mechanical properties and drug release
pattern. In summary, the in vitro assay demonstrated that the hydrogel promoted a sustainable
release of sanguinarine and preserved its antimicrobial activity [73].

For in vivo studies, deep partial thickness burn was induced in the back of male SD rats
with a hot circular copper billet (15 mm diameter, 90°C, 15s). The skin was infected with
MRSA suspension (100uL; 1 x 108 CFU) one day after the burn induction. The obtained results
showed that SA/GMs/Dex-HA hydrogel favored the healing process of burn lesion infected by
MRSA when compared with rat treated with dextran-hyaluronic acid hydrogel or dextran-
hyaluronic acid hydrogel incorporated with sanguinarine. In fact, the mice treated by
SA/GMs/Dex-HA showed better profiles of re-epithelialization and extracellular matrix
remodeling [73]. Furthermore, the treatment down-regulated the amounts of TGF-B1
(transforming growth factor-f1; related with hypertrophic scars and keloids formation due to
myofibroblast differentiation [109,110]) and TNF-a; and up-regulated the expression of TGF-
B3 (transforming growth factor-f3; inductor of collagen synthesis and fibroblast proliferation
[111]). The authors did not report data about bacterial load in the tissue [73].

Based on all positive results obtained from in vitro and in vivo model, a recent clinical
trial evaluated the efficacy of a topical spray containing HA and metallic silver (Hyalosilver,
Fidia Farmaceutici S.p.A, Abano Terme, Italy) in human lesion (vascular or pressure ulcers)
with signs of bacterial colonization. The treatment was based on the daily self-application of the
spray for 28 days. The evaluations of wound size, bacterial load, and possible adverse effects
were performed at days 1, 7, and 28. The authors showed that the spray application (once a day
for 28 days) efficiently reduced the area of chronic wounds and bacteria contamination. The
patients treated with the spray also had better clinical parameters (odor, exudate, and erythema)
[74].
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7. Conclusions

The data analyzed in this manuscript clearly point out that polysaccharides (such as
alginate, cellulose, chitosan, hyaluronic acid) are versatile polymers for the development of
formulations to treat skin infections. The efficacy of these biomolecules is related to their
properties such as biocompatibility, biodegradability, poly-functionality, high chemical
reactivity, chirality, chelation, and adsorption capacity. Among the carbohydrates, chitosan (and
its derivatives) was the most employed in in vivo studies. In most of the cases, the high
therapeutic indexes obtained may be results of synergistic action of the polymer and the
incorporated agent (antimicrobial, healing, or immunomodulatory compounds). In summary,
these polysaccharide-based formulations can play a role in the first line treatment for infected
wounds, or act as adjuvant therapy in combination to traditional methods.
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ARTIGO 2

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS DE
HIDROGEL A BASE DE ALGINATO INCORPORADAS COM
CINAMALDEIDO.

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF HYDROGEL MEMBRANES
BASED ON ALGINATE INCORPORATED WITH CINAMALDEHYDE.

RESUMO

Polimeros a base de alginato para efeitos curativos tém sido utilizados por serem
biocompativeis e biodegradaveis. O alginato ¢ um biopolimero que apresenta
propriedades cicatrizantes e ¢ abundante na natureza, caracteristica que o torna atrativo
para a confeccao de curativo de lesdes de pele. A incorporacdo do cinamaldeido,
principal componente ativo do o6leo essencial da canela (Cinnamomum sp), aos
curativos produzidos a partir do alginato pode levar a um melhor desempenho destes.
No presente estudo, membranas hidrogeis a base de alginato foram incorporadas com
cinamaldeido e caracterizadas utilizando métodos fisico-quimicos e biologicos.
Inicialmente, as membranas foram formuladas a partir de um planejamento fatorial 2°
com seis repeticdes no ponto central e 6 pontos axiais, totalizando 20 ensaios. Um
escore de qualidade foi empregado para selecionar a melhor formulgdo, de acordo com
os parAmetros: uniformidade, rachaduras, bolhas, desprendimento da placa, trasparéncia
e consisténcia. Em seguida, a atividade antimicrobiana in vitro das membranas contendo
ou ndo cinamaldeido foi verificada contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii. As caracteristicas morfologicas e fisicas (morfologia,
espessura, rugosidade, comportamento na presenca de umidade, comportamento hidrico,
sor¢do de vapor d’dgua e coloragdo) das membranas hidrogéis formadas foram
verificadas. A membrana contendo cinamaldeido inibiu o crescimento de todos os
microrganismos testados. Os hidrogéis com incorporacdo apresentaram uma estrutura
transversal lamelar com pouca evidéncia da existéncia da formagdo de poros, sendo
observada uma rugosidade média de 0.2482+0.04676um e espessura média de
0,4468+0,01749mm. Apresentou uma boa absorcao, 310% de solucdo salina, uma perda
de massa de 52% e capacidade de sor¢dao de vapor d’agua de aproximadamente 57% .
Os resultados obtidos com os biofilmes de alginato incorporados com cinamaldeido
apresentaram promissores para atuacdo como biocurativos, caracterizados pela
capacidade antimicrobiana, estabilidade e absor¢ao de fluidos, por exemplo, no caso de
feridas exsudativas.

Palavras -chave: Alginato. Cinamaldeido. Curativo. Biopolimero. Antimicrobiano.
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ABSTRACT

Alginate-based polymers for curative effects have been used because they are
biocompatible and biodegradable. Alginate is a biopolymer that has healing properties
and is abundant in nature, a characteristic that makes it attractive for making skin
wound dressings. The incorporation of cinnamaldehyde, the main active component of
cinnamon essential oil (Cinnamomum sp), to dressings produced from alginate can lead
to a better performance of these. In the present study, alginate-based hydrogel
membranes were incorporated with cinnamaldehyde and characterized using physico-
chemical and biological methods. Initially, the membranes were formulated from a
factorial design 2° with six repetitions at the central point and 6 axial points, totaling 20
tests. A quality score was used to select the best formulation, according to the
parameters: uniformity, cracks, bubbles, detachment from the plate, transparency and
consistency. Then, the in vitro antimicrobial activity of membranes containing or not
cinnamaldehyde was verified against Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii. The morphological and physical characteristics (morphology,
thickness, roughness, behavior in the presence of moisture, water behavior, water vapor
sorption and coloring) of the hydrogel membranes formed were verified. The membrane
containing cinnamaldehyde inhibited the growth of all tested microorganisms. The
incorporated hydrogels had a lamellar cross-sectional structure with little evidence of
the existence of pore formation, with an average roughness of 0.2482 + 0.04676 um and
an average thickness of 0.4468 + 0.01749mm. It had a good absorption, 310% of saline
solution, a loss of mass of 52% and a water vapor sorption capacity of approximately
57%. The results obtained with alginate biofilms incorporated with cinnamaldehyde
presented promising prospects for acting as biocuratives, characterized by their
antimicrobial capacity, stability and fluid absorption, for example, in the case of
exudative wounds.

Keywords: Alginate. Cinnamaldehyde. Band Aid. Biopolymer. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes cutaneas tém afetado milhdes de individuos em todo o mundo,
tornando-se um desafio para a determinagdo de suas causas, origens, evolucdo,
tratamento e reabilitagdo. Seu tratamento tem desafiado os sistemas de saude, resultando
em incapacidade fisica e impactos socioeconomicos (Fonseca et al., 2013; Lindholm;
Searle, 2016). Além disso, o fendmeno de resisténcia aos antimicrobianos contribui para
o crescimento das infecgdes cutidneas, que estdo surgindo em todos os grupos de
microrganismos, sendo o uso excessivo de antibidticos um agravante para este aumento
significativo. (Brinkac et al., 2017).

A utilizagdo de polimeros para o tratamento de lesoes de pele que apresentam
atividade biologica, ¢ considerada pela engenharia de tecidos, procedimento moderno,
sendo o alginato um dos polissacarideos mais estudados, possuindo uma grande
contribui¢do para o processo de cicatrizagdo, melhorando a aparéncia e funcionalidade
do tecido regenerado, com uma potencial tendéncia para a liberagdo controlada de
agentes bioativos (Muzzarelli et al., 2007; Wiegand; Hipler, 2010).

E necessario que sejam desenvolvidas drogas antibacterianas alternativas para
proporcionar a cura de inimeras doengas infecciosas de diferentes origens, ¢ o grande
foco para se atingir este objetivo, sdo as plantas medicinais. As plantas medicinais sdo
as principais fontes de farmacos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento para
diferentes utilidades terapéuticos. Considerando-se que o Brasil tem a maior
biodiversidade de plantas do mundo, com cerca de 20% do numero de espécies do
planeta, além de ser um grande produtor e exportador de 6leos essenciais, tornou-se um
campo aberto de possibilidades (Burt, 2004; Sartoratto et al., 2004; Heidari-Sureshjani,
2015).

Os produtos naturais sdo uma boa ferramenta na prospeccdo de novos
agentes. Tem-se por exemplo, o cinamaldeido, composto presente no 6leo da canela que
tem sido amplamente utilizado para fins medicinais. O 6leo ¢ extraido das cascas da
arvore do género Cinnamomum, familia Lauraceae, e foi aprovado como medicamento
fitoterapico pela Farmacopéia Chinesa para uso como analgésico e para promover a

circulagdo sanguinea, além da cura de feridas (Commission, 2005; Yuan et al., 2017).
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O cinamaldeido possui propriedades anti-inflamatoria, antiemética e
analgésica (Mihara; Shibamoto, 2015), além de efeitos antioxidativos, antimicrobianos,
anticardiovasculares e antidiabéticos, sendo utilizado para o tratamento de doencgas
cardiacas e diabetes mellitus (Yuan et al., 2017) sendo que algumas dessas propriedades
facilitam o processo de cicatrizagdo (Farahpour; Habibi, 2012).

A busca pelo desenvolvimento de curativos mais eficientes € o objeto de estudo
de varias pesquisas recentes, possuindo caracteristicas marcantes, com atividade
bioldgica que contribuem para o processo de cicatrizagdo, que seja antimicrobiano, que
apresente isolamento térmico, de facil uso dentre outras caracteristicas (Muzzarelli et
al., 2007; Dwivedi et al., 2016; Zhu et al., 2017).

Com a possibilidade de os microrganismos serem resistentes a uma grande
variedade de fadrmacos, a utilizagdo de um arsenal teraplutico para tratamento de
infecgoes fica cada vez mais restrito, podendo gerar uma alta taxa de mortalidade, por
infecgdes ndo tratdveis. Evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de novos
materiais/coberturas que apresentem acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria,
permitindo, assim, uma maior celeridade no tratamento do processo cicatricial. Por esta
razdo, a descoberta de novas terapias para o tratamento de lesdes infectadas ¢
necessaria, como por exemplo, a utilizagdo de compostos organicos naturais
incorporados a biopolimeros, especialmente para tratar o alto numero de pacientes

refratarios aos tratamentos convencionais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes utilizados na parte experimental

O Cinamaldeido utilizado neste estudo foi obtido comercialmente da Sigma-
Aldrich® (Darmstadt, Alemanha), pureza de > 95%. Na execucdo do planejamento
fatorial utilizou-se a concentracdo entre 0,2 e 2%. Propileno glicol P.A (Isofar-Industria
e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, Rio Janeiro, Brasil) pureza 98%, Alginato de
sodio (Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Alemanha) e Cloreto de calcio P.A (Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

Os reagentes utilizados na caracterizagdo das membranas foram tampao fosfato
salino (PBS), NaCl (Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Alemanha), além do meio de cultura
RPMI-1640 (Nutricell-Nutrientes Celulares, Sao Paulo, Brasil).
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2.2 Planejamento Fatorial

A metodologia estatistica de planejamento fatorial ¢ utilizada para avaliar os
efeitos de duas ou mais varidveis de influéncia. O estudo sobre variaveis experimentais
sdo elaboradas por procedimentos que levam em consideragdo uma varidvel por vez,
ocasionando desvantagens que resultam numa otimiza¢do sem eficiéncia, impedindo o
estabelecimento de resultados verdadeiros precisos, os quais sdo atingidos pelo emprego
de sistemas multivariados (Brasil et al., 2007). Os sistemas de planejamento fatorial se
destacam, pois avaliam ao mesmo tempo o efeito de um niimero superior de variaveis, a
partir de um numero reduzido de ensaios experimentais, quando se compara aos
processos qua avaliam uma Unica variavel (Peralta-Zamora et al., 2005).

Para avaliar a influéncia das trés varidveis independentes selecionadas (alginato,
cloreto de calcio e cinamaldeido) na qualidade das membrnas foi elaborado um
planejamento fatorial de 2 niveis (-1 e +1) e trés fatores, sendo um modelo de 2% ordem.
A matriz do planejamento fatorial estd representada na Tabela 1. Sendo utilizado um
planejamento 2°, 3 representando o nimero de fatores e 2 representando o niimero de
niveis escolhidos com seis repeti¢des no ponto central e 6 pontos axiais, totalizando 20
ensaios. O niimero de pontos axiais corresponde a 2 x n, onde “n” € o nimero de

variaveis independentes.

2.3 Preparag¢io da membrana de alginato com cinamaldeido.

As membranas hidrogeis de alginato foram obtidas de acordo com adaptacdes do
método estabelecido por Baek et al. (2018). Uma mistura de Propilenoglicol, 6leo
essencial e solugdo de Alginato de sddio foi prepararada da seguinte forma: Preparou-se
a solucdo numa proporcao de 4:1, quatro partes do alginato para cada uma parte da
mistura 6leo+ propilenoglicol. Selecionou-se uma “forma” para a confeccao dos filmes
- Placa de 24 pogos, cortando pedacos de papel de filtro de maneira que coubesse no
fundo do suporte, umidificou-se esse papel com solugdo de Cloreto de Célcio a 1,8%.
Colocou-se sobre o papel 0,5mL da mistura de solu¢do de Alginato + solugdo de
Propilenoglicol + 6leo essencial, deixando-se por 48 horas a temperatura ambiente.

Apds a incubagdo, adicionou-se 3mL de solugdo de Cloreto de Célcio a 1,8%,

aguardou-se por 2 minutos; em seguida lavou-se trés vezes com agua destilada. A placa
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com a membrana foi deixada por 24h no dessecador. Armazenando-o em seguida em
geladeira a -4°C.

Apbs a confec¢do das membranas utilizou-se o teste morfologico que consiste
numa analise macroscopica para gerar o resultado do escore das membranas obtido pelo
planejamento fatorial, aplicando-se os parametros de uniformidade, rachaduras, bolhas,
desprendimento da placa, trasparéncia e consisténcia, os testes foram realizados em
triplicatas, retiradas as médias e atribuindo os valores e suas referéncias: 0= péssimo; 1=
ruim; 2= bom; 3= muito bom.

A composi¢dao da membrana com escore mais favoravel foi selecionada para os
demais testes. Em todos os ensaios, foram preparadas membranas contendo o

cinamaldeido e a respectiva formulagdo sem o composto (controle).

2.4 Teste antimicrobiano

Culturas recentes dos microrganismos-teste (4. baumannii ATCC 19606, P.
aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 e isolados clinicos de P. aeruginosa
e S. aureus) foram utilizadas para preparacdo de indculos a uma densidade de 1,5 x10®
UFC/mL. Em paralelo, as membranas foram preparadas em placa de 12 pogos e
expostas a luz UV por 15 minutos. Cada poco recebeu 2 mL de caldo Muller-Hinton
(MH) e 200 pL do indculo bacteriano. Pogos sem as membranas foram utilizados como
controles positivos de crescimento bacteriano. Posteriormente, a placa foi incubada a
37°C e apos cada hora estipulada (0, 2, 4, 6, 8 e 24h) retirou-se aliquotas de 100 pL de
cada poco para realizagdo de diluicdo seriada e plaqueamento em placas de Petri
contendo agar MH. Apos incubacao a 37°C por 24h foi realizada a contagem de

coldnias. O ensaio foi realizado em triplicata para cada grupo de membrana.

2.5 Morfologia dos hidrogeis por microscopia de varredura eletronica (MEV)

Para as andlises de microscopia eletronica de varredura, as membranas foram
cortadas com tesoura em corpos de prova de 1 cm x 1 cm e mantidas em dessecador
com silica por no minimo 24 horas. Ap6s o armazenamento as amostras foram fixadas
em stubs metalicos com o auxilio de uma fita de carbono dupla face e submetidas a

analise do MEV(TM3030, Hitachi, Toquio, Japao), com modo de operacdo de elétrons



61

retroespalhados e aceleragdo de voltagem de 15KV. Imagens em magnificagdes de 50x
e 250x foram obtidas da superficie superior do filme para andlise dos aspectos gerais
morfolégicos das amostras. Imagens adicionais das superficies laterais também foram
coletadas para andlise de espessura dos filmes, determinada através de uma ferramenta

de mensuragao incorporada ao equipamento.

2.6 Espessura

A espessura das membranas foi medida utilizando-se um micrémetro digital
(Starrett, série 3732, Japdao), sendo realizadas 5 (cinco) medidas, incluindo o ponto
central em cada formulagdo. Antes das medidas, as membranas foram previamente
acondicionadas em umidade relativa de 20% por, no minimo, 48 horas. A armazenagem
prévia em umidade controlada é importante para evitar variagdes nos resultados, tendo
sido escolhido um baixo valor de umidade relativa (20%) de modo a evitar que as

amostras ficassem excessivamente ressecadas.

2.7 Rugosidade

A andlise de rugosidade foi realizada utilizando-se um rugosimetro digital
Mitutoyo SJ-201, executando-se 3 (trés) leituras em cada filme. Os comprimentos de
amostragem (cutoff) e comprimento de medi¢do total foram programados no
equipamento antes da realizagdo das medidas. As membranas foram previamente

acondicionadas em umidade relativa de 20% por 48 horas.

2.8 Umidade

O teor de umidade dos filmes foi avaliado através da medida de perda de massa.
Amostras de cada filme, em triplicata, foram pesadas em balang¢a analitica e em seguida
aquecidas em estufa de secagem a 75 £ 1 °C em tempos pré-estabelecidos de 1 hora. As
amostras foram acondicionadas em um dessecador até atingirem a temperatura
ambiente, em seguida elas foram novamente pesadas, esse procedimento foi repetido até
que as amostras mantivessem o seu peso constante. A umidade contida nas amostras foi

relacionada a perda de peso, de acordo com a equagao 1 (Gomes, 2016).
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A /f‘ - J-/f I

% = » 100

M (1)
Em que: U% = porcentagem de umidade
Mi = Massa inicial

Mf= Massa final
2.9 Comportamento hidrico

A capacidade de absorcdo e a estabilidade das membranas foram avaliadas em
diferentes solugdes aquosas de modo a simular as suas condi¢des de aplicacdo. Nestes
ensaios utilizou-se dgua deionizada; solugdo salina (NaCl a 0,9% m/v, SS), a qual seria
potencialmente empregada para a hidratacdo das membranas antes de seu uso in vivo;
tampao fosfato salino (PBS, pH 7,2), essas solugdes isotOnicas com concentragdo de
sais proxima a do corpo humano, e meio RPMI-1640 (0,3 g/L de L-glutamina, 2,0 g/L
de D-glicose, 2,0 g/L de NaHCO;3;, 10000 UI/L de penicilina e 0,05 g/L de
estreptomicina) suplementado com Hepes (5,958 g/L) e soro fetal bovino (10% v/v), o
qual é comumente empregado como suplemento do meio para o cultivo de células da
pele nas membranas. Os dois ensaios, de andlise da capacidade de absor¢do e da
estabilidade, foram realizados em triplicata, utilizando trés corpos de prova para cada
solucdo aquosa. As membranas foram previamente cortadas em corpos de prova de 3cm
x lem, os quais foram armazenados em dessecador com silica por 24hs para remogao de
umidade e, em seguida, sua massa inicial foi determinada em balanca analitica.

Para a determinacdo da capacidade de absor¢do, os corpos de prova foram
imersos em 3 mL das referidas solugdes a 37°C por 0, 12, 24, 48 e 72 horas, de forma a
atingir o equilibrio de absor¢ao. Apds este periodo o excesso de solvente foi removido
levemente com papel de filtro por cerca de 5 segundos e a massa final foi
imediatamente determinada em balanca analitica. A capacidade méxima de absorcao
(Ab) foi calculada de acordo com a Equagao 2 abaixo.

b M —M.) 100

M, @)
onde Mu refere-se a massa da amostra umida e Ms refere-se a massa da amostra

scca.
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2.10 Coloracao

A avaliagdo de cor foi realizada a fim de verificar quantitativamente a influéncia
do cinamaldeido misturado com alginato e propilenoglicol sobre o aspecto visual das
membranas, uma caracteristica que poderia ser relevante do ponto de vista de
atratividade para potenciais usudrios. As membranas foram previamente acondicionadas
em umidade relativa de 20% por 48 horas e a andlise foi realizada em triplicata com
auxilio de colorimetro portatil Minolta CT-310, o qual utiliza o padrao CIELAB. Neste
sistema, a luminosidade e a cor sdo determinadas pelos parametros L, a e b. O
parametro “L” varia de 0 (preto) a 100 (branco), o pardmetro “a” varia de -60 (verde) a
+60 (vermelho) e o pardmetro “b” varia de -60 (azul) a +60 (amarelo). A obtengdo
destes pardmetros permitiu calcular a tonalidade métrica (Hue), que indica a cor do
material, o croma métrica (Cr), relacionado a intensidade de cor em uma escala de 0 a

16, e a diferenga de cor em relagdo a um padrao ( AE), que foi defenido com sendo a

membrana sem 0leo. Os célculos foram realizados de acordo com as Equagdes 3.1,3.2 ¢

3.3 abaixo:

Hue = arctan (b/a) 3.1
Cr=va>+ b’ (3.2)
AE = VAL? + Aa> + Ab? (3.3)

2.11 Sor¢ao de vapor d’agua

A sor¢do de vapor d’agua foi avaliada gravimetricamente, em triplicatas,
segundo o método proposto por Dias et al. (2011). As membranas foram cortadas em
corpos de prova de 1 cm x 1 cm e armazenadas por 48 horas em um recipiente contendo
solucdo saturada de LiCl para manter a umidade relativa em 20% a temperatura
ambiente. Em seguida, mediram-se as massas iniciais dos corpos de prova, os quais
foram entdo transferidos para um recipiente hermético contendo solugdo saturada de
K2SO4 para manter a umidade relativa em 95% a 32°C.

As massas dos corpos de prova foram medidas periodicamente até completar 9

horas de ensaio. A capacidade de sor¢cdo de vapor (SV) foi calculada de acordo com a
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Equacdo 4 abaixo, onde Mt ¢ a massa da amostra no tempo t € Mo € a massa inicial da
amostra:

(M,-M,)

Sy=""r 70l w100
M

oY 4
2.12 Analise estatistica

Os graficos e a avaliacdo estatistica dos resultados foram realizados por meio de
analise de variancia (ANOVA) no programa Graphpad Prism 5.0 e o Software Statistica
V.1.1.5., seguida pelo teste de Boferroni ou Kruskal — Wallis, para dados paramétricos e

ndo paramétricos respectivamente. Adotou-se o nivel de significancia igual a 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do filme a base de alginato

Um planejamento fatorial foi realizado para determinar a influéncia de trés
variavéis na qualidade das membranas de alginato contendo cinamaldeido (Tabela 1).
Foram formuladas 20 membranas que apresentaram diferentes niveis de flexibilidade,
consisténcia, uniformidade e transparéncia diferenciadas (Figura 1S). Nas condi¢des do
ensaio 9 (0,50% de alginato, 1,80% de cloreto de calcio, 1,10% de cinamaldeido) nao
houve formagdo da membrana. Foi realizado um escore para cada uma, de acordo com
as suas caracteristicas. A membrana hidrogel formulada no ensaio 13, apresentou o
maior escore dentre os vinte ensaios realizados, mostrando-se diferenga estatistica em
comparagdo com as membranas com altos valores de escores:1, 2, 3,4, 5,6, 7 ¢ 11
(p<0,05) (Figura 2S).

Baek et al. (2018) incorporaram o 6leo da canela a membranas de alginato em
embalagens biodegradaveis utilizando uma variagdo de CaClz na reticulagdo de suas
membranas (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6% e 7%), sendo a concentrag¢do otimizada para 3%
com base nas propriedades mecanicas do filme. Segundo o referido estudo, a quantidade

de trans-cinamaldeido retirada da folha e da casca da canela utilizada no experimento
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foi de (0,4%, 0,7% e 1%), resultando em um aumento da flexibilidade do filme na
utilizacao da concentracao de 0,7%.

Rhim (2004) relata que concentracdes acima de 0,03 g CaCl,.2H,O/g alginato, a
solugdo filmogénica formada era muito espessa, o que dificultava o processo de
deposicdo da solucdo de cloreto de cédlcio no suporte. Para Rezende et al. (2007)
avaliando o efeito da composicdo do scaffold em termos de comportamento mecanico,
consideraram-se estruturas com concentragdes de 2% e 5% de alginato, chegando a
conclusdo de que as constantes eldsticas e viscosas apresentam valores superiores em
estruturas de menor concentragdo em alginato.

Os dados encontrados no escore das membranas foram utilizados para
construcdes de graficos de superficie resposta representados na Figura 1. Através da
analise de superficie de resposta, observam-se as concentragdes Otimas das variaveis
utilizadas, que foram: 2,1% de alginato; 1,8% de solugdo de cloreto de calcio e 0,8% da
relagdo entre 6leo + propilenoglicol. As membranas hidrogeis preparadas nesta condi¢do
apresentaram-se macroscopicamente homogéneas, sem rachaduras, flexiveis e
aderentes, como visto na Figura 3S.

Apbs a andlise da superficie resposta no quesito incorporagdo do cinamaldeido,
notou-se a utilizagdo de uma maior concentracio do mesmo (0,8%), pois na
caracterizagdo morfoldgica, a membrana 13, que apresentou o maior escore, possuia
0,2% do cinamaldeido incorporado. Porém, do ponto de vista de seguranga, o
cinamaldeido ¢ uma opg¢do viavel para uso em humanos e animais, tanto por via oral
como para uso cutaneo. Estudos em animais sugerem que o cinamaldeido ¢ seguro por
via oral quando administrado como dose tinica em concentragdes de 2.220 mg/kg ou
repetidamente e até¢ durante 2 anos (550 mg/kg/dia) e na concentragdo de até 8% no
tecido cutdneo em humanos e de até 15% em ratos, coelhos e porquinho-da-india
(Bickers, 2005; Ferro, 2016).

A partir do diagrama de pareto (Figura 4S), foram determinados os valores
absolutos dos efeitos padronizados desde o maior efeito até o menor efeito. O grafico
também traga uma linha de referéncia para indicar quais efeitos sdo estatisticamente
significativos. Comprovou-se que apenas a concentragdo alginato apresentou diferenga
estatistica em relagdo as caracteristicas macroscopicas do filme (p<0,05). As varidveis
concentragdes de cinamaldeido e cloreto de calcio nd3o foram estatisticamente

significantes.
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Para Myers e Montgomery (2002) os valores do coeficiente de correlagio R?
entre 0,85 e 0,90 obtidos a partir do coeficiente de regressdo no Software Statistica sdo
considerados bons modelos para explicar a variagao existente no processo de estudo. Ja
para Dancey e Reidy (2006) mostraram uma classificagdo um pouco diferente: r = 0,10
até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte). Sendo assim, o
coeficiente R? (0,842) obtido na anélise de varidncia (ANOVA) table do progama
Statistica, sugere que o modelo ajustado ¢ capaz de explicar 84% do total da varia¢do
existente nesse processo, possuindo habilidade em gerar previsdes testaveis neste

experimento.

3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O MEV ¢ uma técnica que permite visualizar a morfologia da superficie das
membranas, principalmente a distribuicdo dos compostos bioativos utilizados para
compor a microestrutura da matriz do filme. A Figura 2 mostra a morfologia da
superficie das membranas a base de alginato. Foi possivel observar por MEV alguns
granulos que estdo relacionados aos residuos deixados pelo cloreto de calcio (A3 e B3)
na etapa de reticulacdo da membrana, sendo destacado que o material foi exposto a trés
lavagens com agua destilada, para remocao dos residuos.

As imagens de MEV mostram as diferencas existentes na morfologia das
membranas preparadas na presenca € na auséncia de cinamaldeido. Sendo que as
imagens Al e Bl referem-se a superficie lateral do hidrogel com magnifica¢des de 50x,
onde foram medidas as espessuras das mesmas. As imagens A2 e B2 com
magnificacdes de 250x obervou-se a estrutura lateral interna e as A3 e B3 com
magnificacdes de 250x, foi observado a estrutura superior do material.

Nota-se que, ambas as formulagdes (A2 e B2) apresentaram se¢@o transversal
lamelar, sendo que a amostra (A2) com cinamaldeido, mostrou uma 6tima compactagao
do material, sem formagdo de poros evidentes. As amostras Al e Bl apontaram uma
espessura média de 252,5 e 242,5 um, respectivamente. Esse leve aumento na espessura
das membranas com cinamaldeido sugere uma perfeita interacdo entre os constituintes
para a formacdo da membrana hidrogel. J4 as amostras A3 e B3 apresentaram uma

superficie homogénea, com pequenas quantidades de cristais de cloreto de célcio.
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No estudo de Baek et al. (2018) com o 6leo da canela em membranas de alginato
em embalagens biodegradaveis, foi observado que a medida que o contetido dos o6leos
essenciais aumentava, ficava evidente que a microestrutura ndo era compacta € 0s poros
eram formados. Essa mudanca estrutural e a formagao de poros no filme aumentaram a
permeabilidade ao vapor de agua. Além disso, Zhang et al. (2015) também relataram
que os filmes de alginato tinham uma superficie relativamente homogénea e lisa, mas a
adi¢do de dleo essencial de canela ou 6leo essencial de soja resultou em superficies com

poros irregulares.

3.3 Atividade antimicrobiana

Em seguida, foi avaliado a atividade antimicrobiana da membranas hidrogeis de
alginato contendo cinamaldeido (Figura 3). O cinemaldeido foi liberado das membranas
resultando na inibigdo das espécies bacterianas testadas. Em contrapartida, as
membranas sem cinamaldeido ndo significativamente interfiriram no crescimento
bacteriano quando comparadas com o grupo controle (p> 0,05).

No caso da bactéria 4. baumannii ATCC 19606, inibi¢des significativas foram
observadas apds 4h (62,28 £ 6,65%) de contato com a membrana incorporada com
cinamaldéido (Figura 3A). A partir das 6h, ndo foi possivel detectar colonias vidveis.
Foram obtidos resultados semelhantes para P. aeruginosa, sendo que a linhagem padrao
ATCC 27853 foi inibida parcialmente a partir de 2 h de incubagdo e totalmente apds
24h (Figura 3B). O isolado clinico de P. aeruginosa foi mais sensivel, sendo totalmente
erradicado apds 2h de contato (Figura 3C). Ambas as linhagens de S. aureus
apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade, sendo inibidas a partir das 2h e
erradicadas apds 24 h de exposi¢ao (Figura 3D e 3E).

Os hidrogeis contendo cinamaldeido apresentaram atividade antimicrobiana
contra todas as cepas bacterianas testadas. Os resultados de Ferro et al. (2019) j4 haviam
comprovado que a P. aeruginosa foi sensivel a concentragdes baixas de cinamaldeido
(0,25, 0,5 ¢ 1 mg/mL). Além disso, o 6leo ndo induziu resisténcia a longo prazo como
observou-se com o uso de alguns antibioticos. Estudos mostraram que a resisténcia de
P. aueruginosa ocorre principalmente através de bombas de efluxo e super-expressao de

genes de resisténcia, com seu efeito promissor semelhante a colistina (Topa et al., 2018;
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Tétard et al., 2019). A inibicdo de P. aeruginosa de forma bastante significativa ¢
sustentada por ensaios anteriores que demonstram, por exemplo, a diminui¢do da sua
colonizagdo em feridas tratadas por 4 e 7 dias (Ferro et al., 2019), redugdo da
viabilidade, motilidade e formacgao de biofilme (Firmino et al., 2018; Topa et al., 2018 ).

A presenca macica de S. aureus em feridas infectadas demonstra que o
desenvolvimento de novos compostos bioativos € realmente promissor. O hidrogel
contendo cinamaldeido se mostrou eficaz na eliminagdo parcial destas bactérias em
intervalos curtos de tempo, como ja mostrado por (Gadkari et. al., 2019). Similarmente,
como ja observado na literatura, observou-se a eficacia do cinamaldeido contra cepas
clinicas ja resistentes a diversos P-lactamicos, além de significativa agdo contra MRSA
formadores de biofilme inclusive em superficies ndo-aderentes (Budri et al., 2015; Kot
et al., 2019), bem como a ndo inducdo do fenotipo de resisténcia e provavel inibi¢cdo de
genes de resisténcia como sarA (Jia et al., 2011; Ferro et, al., 2016).

Como agente causador de infec¢des cutineas severas, A. baumannii teve seu log
de crescimento consideravelmente suprimido com poucas horas de interacdo com o
hidrogel contendo cinamaldeido em baixas concentragdes, concordando com os
resultados observador por Valcourt et al. (2016) e Montagu et al. (2016). Por outro lado,
Uygur et al. (2009), em um modelo de infeccdo cutanea, comprovaram que o
cinamaldeido € capaz de inibir a adesdo de A. baumannii aos queratindcitos HEKO001 e a
formagao de biofilmes, favorecendo o processo de cicatrizagdo. Além disso, o efeito
biologico do cinamaldeido também pode estar correlacionado ao aumento da
sensibilidade de A. baumannii a antibidticos como a meticilina, inibindo bombas de

efluxo e genes de resisténcia voltados aos B-lactdmicos (Karumathil et al., 2018).

3.4 Rugosidade e espessura

Os dados da rugosidade e da espessura sdo apresentados na Figura 4, obtidos
pela utilizagdo de dois hidrogeis distintos: com cinamaldeido 0,8% e sem cinamaldeido.
A rugosidade apresentou média de 0.2482 + 0.04676um para a coluna com O6leo e
0.2735 + 0.1065 pm para a coluna sem dleo (Figura 4A). A média dos resultados da
espessura para a coluna com o6leo foram 0,4468 + 0,01749mm e para a coluna sem 6leo
foi de 0,3109 + 0,02178mm (Figura 4B). Os dados mostraram-se significativamente

diferentes apresentando (p<0,05).



69

O aumento da espessura se deu em virtude de uma maior incorporacdo, como
esperado, ja a diminui¢do da rugosidade no hidrogel com 6leo incorporado ocorreu pelo
fato da formagdo do 6leo na superficie do material, criando assim uma superficie mais
lisa, com formagdo de uma pelicula fina e aderente em torno do alginato. A espessura
dos hidrogeis elaborada ¢ interessante para aplicagdo em feridas cutineas, pois estd
relacionada com as propriedades mecanicas e de barreira das mesmas. Apesar da baixa
rugosidade, o hidrogel mostrou-se adaptavel a superficies mais rugosas, sendo o
material maledvel e de baixa espessura.

A rugosidade exerce um papel fundamental na caracterizagdo de superficies de
filmes, podendo influenciar na resisténcia oferecida pela superficie ao transporte de
fluidos, aparéncia, aderéncia, resisténcia mecanica, entre outros fatores. A rugosidade ¢
uma maneira de quantificar as irregularidades observadas através das micrografias
obtidas por microscopia eletronica de varredura (Fabra et al., 2009). Os valores de
rugosidade encontrados no presente estudo foram considerados aceitaveis, segundo a
literatura estudada, uma vez que na utilizagdo de curativos com rugosidade os valores
foram inferiores a 200 um (Boehringer et al., 2011).

Os resultados de Lopes et al. (2017) obtidos com formulacdes a base de alginato
e gelatina, mostraram variagdo no tamanho, desde 1,53 a 1,90 mm, na rugosidade de
superficie. Ma et al. (2001) relataram que os substitutos poliméricos da derme sdo de
menor espessura do que a pele humana, variando de 0,5 a 2 mm, dependendo de alguns
requisitos como, idade, sexo e regido do corpo. Com base nesta informacdo, pode-se
inferir que o hidrogel produzido tem potencial de ser utilizado como curativo para a

pele.

3.5 Intumescimento

O desempenho hidrico das membranas foi analisado em 4gua destilada, solugio
salina, tampao fosfato-salino (PBS) ¢ meio RPMI suplementado com HEPES, o que
pode ser vizualisado na Figura 10. Primordialmente, analisou-se a tumescéncia nas
solugoes a 37°C.

Como mostrado na Figura 5, ambos os grupos de membranas com auséncia e
presenga do cinamaldeido absorveram volumes consideraveis de solugdo. O é&pice de

absor¢ao das membranas com e sem cinamaldeido ocorreu entre 12h e 24h de ensaio,
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respectivamente. Apds a absor¢do mdaxima, todas as membranas apresentaram
diminui¢ao de massa.

As membranas sem cinamaldeido mostraram maior capacidade de
intumescimento em PBS, RPMI e agua destilada, chegando em alguns casos a
intumescer até 700% em seu &pice de absor¢do, com exce¢do da solucdo salina.
Enquanto as membranas com cinamaldeido apresentaram menor capacidade de
instumescimento na demais solugdes, apresentou maior absor¢do em solugdo salina em
comparagdo as membranas sem cinamaldeido, chegando ao apice de 310% de absorcao
em 12h de ensaio.

O aumento de massa da membrana se da com a penetragdo do solvente no
espaco intramembranar, pois a capacidade do alginato de se intumescer ¢ favorecida
pelos grupos carboxilicos que se ligam fortemente as moléculas de dgua, logo promove
ampliagdo estrutural devido a diferenca de pressao osmotica no interior ¢ fora da
membrana, visto que, a estabilidade ¢ alcangada quando tal pressdo entre os meios se
iguala (Linhares, et al., 2015).

Aparentemente o Oleo diminuiu o influxo das solugdes para o espaco
intramembranar, visto que se trata de uma substancia lipofilica, ndo interagindo
diretamente com agua e com tais solucdes que apresentam sais € componentes de
carater hidrofilico. Resultados similares aos obtidos aqui foram observados por Linhares
et al. (2015), nos quais seus hidrogeis de polivinil, carboximetilcelulose com as
concentragdes de alginato a 0,2%, 0,5% e 1%, apresentaram de 380% a 550% de
intumescimento, tendo como destaque o hidrogel de alginato a 0,5% conseguindo obter
de fato os 550%, onde todos os hidrogeis alcangaram um platoé de absor¢ao por volta de
20 horas de ensaio .

As membranas de Gontijo et al. (2017), na propor¢do de 1:1 de
carboximetilcelulose e alginato de sdédio contendo diclofenaco (50 mg/g de
biopolimero), reticuladas com CaCl, nas concentragdes de 2,5%, 5% e 7,5%, exibiram
os seguinte resultado de absorcao, 2,4g H>O/g filme, 2,18 g H,O/g filme e 1,96 g H>O/g
filme, respectivamente. As membranas reticuladas com o CaCl, a 2,5% mostraram
maior capacidade de absor¢ao por conta da menor concentragdo de agente reticulante,
fator que permite menor empacotamento e densidade polimérica.

Com base nos resultados acima, constatou-se que os hidrogeis processados no

presente estudo apresentaram alta capacidade de absor¢do quando em contato com os
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solventes acima, correlacionando com a absorcdo de exsudato presente em feridas.
Além de apresentarem resultados semelhantes aos existentes na literatura, constatou-se
que o cinamaldeido modifica a caracteristica de tumescéncia da membrana de alginato,

visto que os resultados elucidam esta premissa.

3.6 Umidade

O teste de umidade relaciona a massa inicial e final dos hidrogeis
acondicionados em estufa sob a temperatura de 75°C, evidenciando a umidade das
amostras no decorrer do ensaio, mostrados na Tabela 2.

Os resultados do teste de umidade mostram a diferenca da massa inicial e final
dos hidrogeis, com presenca e auséncia de cinamaldeido, apds as membranas serem
acondicionadas em estufa a 75° C. Inicialmente, as membranas com ¢ sem cinamaldeido
apresentaram mutuamente a massa de 21.5+0,0032 e 32+0,0082 mg, enquanto no fim
do ensaio tinham 10.4+0,0015 e 18+0,0042 mg, respectivamente.

A Tabela 2 mostra que as membranas com cinamaldeido apresentaram em torno
de 52% de umidade em sua formulagdo e as membranas sem cinamaldeido, 46%.
Observou-se que as membranas tiveram grandes perdas de massa, o que pode ser
explicado pela maior capacidade de absor¢ao de agua destas, fazendo com que tenham
maior contetido de umidade.

O teor de umidade auxilia na reidratacdo do tecido lesionado e as membranas
formuladas para o presente estudo apresentaram alta umidade em comparagdo aos
filmes de alginato contendo Natamicina utilizada por Silva, (2009), observaram entre
0,175g H>O/g filme e 0,192 g H>O/g filme, correspondendo a (17,5% e 19,2%), e os
filmes de alginato de Rhim (2004) que apresentaram umidade entre 15,7 e 17,7%.

3.7 Coloracao

As coloragdes das membranas hidrogeis preparadas com e sem cinamaldeido
foram avaliadas objetivando-se verificar quantitativamente a influéncia deste oOleo
essencial sobre as caracteristicas do hidrogel. Os parametros de cor obtidos sdo
apresentados na Tabela 3, mostrando que a luminosidade dos hidrogeis (L) ndo sofreu
influéncia com a concentracdo de cinamaldeido utilizado para o preparo da membrana

hidrogel, o que se reflete numa igualdade de opacidade.
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Os parametros a e b foram usados para calcular a tonalidade métrica das
membranas hidrogeis (Hue), sendo que a adi¢gdo de cinamaldeido provocou a
diminui¢do de a e b. A tonalidade das formulagdes com cinamaldeido e sem
cinamaldeido, apresentaram tonalidades tendendo ao amarelo, porém a fromulagdo sem
cinamaldeido apresentou tonalidade mais acentuada.

Através do parametro Croma, pode-se observar a intensidade da cor das
membranas hidrogeis, cujo limite podera chegar ao valor de 16 (KONICA MINOLTA
INC., 2007). Para as membranas com cinamaldeido, observou-se um valor baixo de

intensidade de cor, ja para as formulagdes sem cinamaldeido a intensidade da cor
extrapolou o limite permitido.

O parametro AE, que afere a diferenca de cor, foi calculado utilizando-se a
formulagdo sem cinamaldeido como padrdo de referéncia. Observou-se uma diferenga
entre as formulagdes, podendo ser justificada também pela distingao entre as tonalidades
métricas.

Para Baek et al. (2018), os resultados de L, a e b para as membranas de alginato
incorporadas com cinamaldeido a 0,7% derivados da folha e da casca da canela, foram
respectivamente: L= 66.40+0.43 e 67.12 £1.10; a= 8.53+£0.19 e 8.17£0.24 b=
45.21+1.08 e 48.52+0.81. As membranas sem incorporacdo apresentaram valores de L=
72.03+£0.27, a= 5.16+£0.10 e b= 49.19+0.34. A incorporagao do 6leo diminuiu os valores
de L e b, enquanto o valor de a aumentou, concluindo que a diferenca total de cores
(AE) nos filmes de alginato com 6leo essencial aumentou em comparacdo com a dos
filmes sem Oleo essencial.

De acordo com a tabela 3, para ser um bom curativo, uma caracteristica
secundaria ¢ a transparéncia, que possibilita o monitoramento da cicatrizacdo, apesar de
nao indicar melhor funcionalidade, apenas melhor controle. No entanto, a literatura ndo
cita uma cor caracteristica ideal para curativos, existindo curativos opacos e

transparentes.

3.8 Sorcio de vapor d’agua

Uma caracteristica de grande valor a ser considerada ¢ a afinidade das

membranas hidrogeis por 4gua, quando em contato com a pele, pois as mesmas tém que

ter a capacidade de reter e transportar a umidade em niveis apropriados, evitando, assim,
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o ressecamento ou a macerac¢do da ferida causada pelo acimulo de liquido. Ademais, a
hidrofilicidade possui influéncia nos mecanismos de adesdo, crescimento e migragao
celulares (TANODEKAEW et al., 2004).

Na Figura 6 sdo apresentadas as sor¢cdes de vapor d’adgua das membranas
hidrogeis produzidas na presenca e auséncia de cinamaldeido, em 3, 6 e 9 horas de
ensaio. As membranas hidrogeis com o6leo apresentaram uma taxa média de sor¢do
respectivamente de 56,16 + 2,67%, 56,86 + 6,82% e 60,19 + 8,37% e as membranas
hidrogeis sem o6leo apresentaram valores médios de 43,20 + 4,13%; 47,55 + 7,74% e
53,91 + 11,64%. A maior taxa de sor¢do em relagdo as massas iniciais das membranas
para ambas formulagdes, se deu em torno de 3 (trés) horas, sendo que as formulagdes
com e sem cinamaldeido ndo mostraram diferencas significativas.

Os resultados para a capacidade de sor¢do de vapor d’agua das membranas de
quitosana e alginato contendo ou ndo Pluronic F68 e Silpuran® 2130 A/B, apresentados
por Pires et al. (2014), foi de 23% para as formulagdes contendo simultaneamente o
tensoativo e o agente siliconado, fato este sendo justificado, devido o maior nimero de
poros presentes na estrutura. As outras membranas em estudo: quitosonatalginato,
quitosana+alginato+Pluronic F68 e quitosanatalginato+Silpuran® 2130 A/B,
apresentaram valores da taxa de sor¢ao variando entre 14 ¢18%.

Dias et al. (2013), estudando o efeito de curativos com atividade anti-
inflamatéria a base de N-Carboxibutil quitosana (CBC), colageno/celulose
(Promogran®) e a base de acido hialurdnico (Hyalofill®), incorporados com um extrato
obtido de juca (Libidibia ferrea), obteve valores de sorcdo de vapor d’agua igual a:
28.85 +0.58%, 56.51 £0.49% e 35.72 + 0.67% respectivamente.

Para Dias et al. (2013), a capacidade de sor¢ao de vapor d'adgua entre 29 e 57% ¢
considerada adequada para o tratamento de lesdes de pele e as membranas hidrogeis
produzidas neste trabalho s@o julgadas como viaveis para reter e transportar a umidade

em niveis apropriados.

4 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida durante a elaboracdao deste estudo permitiu obter
membranas hidrogeis de alginato contendo cinamaldeido, através da otimizagdo das
formulagdes com o uso de planejamento experimental. O planejamento fatorial permitiu

o estabelecimento de condig¢des Otimas de trabalho, a partir de um reduzido ntimero de
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experimentos sem prejuizo da qualidade da informagdo. Além disso, permitiu o estudo
simultdneo de diversas varidveis, separando seus efeitos e dando uma maior
confiabilidade nos resultados.

Constatou-se que Cinamaldeido possui atividade antimicrobiana contra
linhagens clinicas e de referéncia das bactérias P. aeruginosa, S. aureus e A. baumannii,
sendo observado a total eliminacao das bactérias em 24 horas.

Como conclusdo das analises de capacidade de absor¢ao e perda de massa das
membranas em diferentes solucdes aquosas, pode-se inferir que a formulagdo com
cinamaldeido ¢ adequada para aplicagdes que requeiram estabilidade do biomaterial, por
exemplo, no caso de curativo que necessita de aplicagdes com alta capacidade de
absorcao de fluidos, por exemplo, no caso de feridas exsudativas.

Em relagdo as caracteristicas morfoldgicas e a aplicacdo das membranas como
curativos de pele, acredita-se que a formulagdo preparada com cinamaldeido ¢ bastante
promissora, uma vez que a sua transparéncia permite o monitoramento do processo de
cicatrizacdo sem a necessidade de remog¢ao do curativo, além de possuir a capacidade de

reter e transportar a umidade em niveis apropriados.



75

REFERENCIAS

BAEK, S.K.; KIM, S. AND SONG, K. B. Characterization of Ecklonia cava Alginate
Films Containing Cinnamon Essential Oils. International Journal of Molecular
Sciences. 2018.

BICKERS, D.; CALOW, P.; GREIM, H.; HANIFIN, J.M.; ROGERS, A.E.; SAURAT,
J.H.; SIPES, 1.G.; SMITH, R.L.; TAGAMI, H. A. Toxicologic and dermatologic
assessment of cinnamyl alcohol, cinnamaldehyde and cinnamic acid when used as
fragrance ingredients: The RIFM expert panel. Food and Chemical Toxicology.
Volume 43, Issue 6, June 2005.

BRASIL, J. L.; VAGHETTI, J. C. P.; SANTOS JR , B. R. A.; SIMON, N. M.; PAVAN,
F. A.; DIAS, S. L. P.; LIMA, E. C. Planejamento estatistico de experimentos como uma
ferramenta para otimizacdo das condigdes de biossor¢do de Cu(ll) em batelada
utilizando-se casca de nozes pecad como biossorvente. Quimica Nova. v.30, n.3, 2007.

BRINKAC, L.; VOORHIES, A.; GOMEZ,A.; NELSON, K.E. The Threat of
Antimicrobial Resistance on the Human Microbiome. Microbial Ecology. November.
2017.

BOEHRINGER, J. R.; KARPOWICZ, J.; MITRA, A.; RADL, C. L. Growth stimulating
wound dressing with improved contact surfaces. United States Patent. 31.Maio.2011.

BUDRI, P.E.; SILVA, N.C.C.; BONSAGLIA, E.C.R.; FERNANDES, A.; ARAUJO,
J.P.; DOYAMA, J.T.; RALL, V.L.M. Efeito de Oleos essenciais de Syzygium
aromaticum e Cinnamomum zeylanicum e seus principais componentes na producdo de

biofilme em cepas de Staphylococcus aureus isoladas de leite de vacas com
mastite. Journal of Dairy Science. 98 (9). 5899-5904. 2015.

BURT, S. “Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods-a review,” International Journal of Food Microbiology. vol. 94, no. 3, pp. 223—
253,2004.

COMMISSION, C.P. Chinese pharmacopoeia. Vol. 328. Beijing: Chemical Industry
Press. p. 547. 2005.

DANCEY, C.; REIDY, J. Estatistica Sem Matematica para Psicologia: Usando SPSS
para Windows. Porto Alegre, Artmed. 2006.

DIAS, A. M. A.; BRAGA, M. E. M.; SEABRA, L. J.; FERREIRA, P.; GIL, M. H.; DE
SOUSA, H. C. Development of natural-based wound dressings impregnated with
bioactive compounds and using supercritical carbon dioxide. International Journal of
Pharmaceutics, v. 408, p. 9-19, 2011.

DIAS, A. M. A.; REY-RICO, A.; OLIVEIRA, R. A.; MARCENEIRO, S;
ALVAREZLORENZO, C.; CONCHEIRO, A.; JUNIOR, R. N. C.; BRAGA, M. E. M;
DE SOUSA, H. C. Wound dressings loaded with an anti-inflammatory juca (Libidibia



76

ferrea) extract using supercritical carbon dioxide technology. Journal of Supercritical
Fluids. v. 74, p. 34-45, 2013.

DWIVEDI, C.; PANDEY, H.C.; PANDEY, A.W.; RAMTEKE, P. Nanofibre based
smart pharmaceutical scaffolds for wound repair and regenerations. Current
pharmaceutical design. 22(11). ID:1460-71. 2016.

FABRA, M.J.; TALENS, P.; CHIRALT, A. Microstructure and optical properties of
sodium caseinate films containing oleic acid—beeswax mixtures. Food Hydrocolloids.
v. 23, p.676-683, 2009.

FARAHPOUR, M.R.; HABIBI, M. Evaluation of the wound healing activity of an
ethanolic extract of Ceylon cinnamon in mice. Veterindrni medicina/Agricultural
Journals. 57:53-57. 2012.

FERRO, T.A.F.; ARAUJO, J.M.; DOS SANTOS PINTO, B.L.; DOS SANTOS, J.S.;
SOUZA, E.B.; DA SILVA, B.L.; COLARES, V.L.; NOVAIS, T.M.; FILHO, C.M.;
STRUVE, C.; CALIXTO, J.B.; MONTEIRO-NETO, V.; DA SILVA, L.C;
FERNANDES, E.S. Cinnamaldehyde Inhibits Staphylococcus aureus Virulence Factors
and Protects against Infection in a Galleria mellonella Model. Frontiers in
Microbiology. V.7 |Article: 2052. 2016.

FERRO, T.A.F.; SOUZA, E.B.; SUAREZ, M.A.M.; RODRIGUES, J.F.S.; PEREIRA,
D.M.S.; MENDES, S.J.F.; ... FERNANDES, ES. Aplica¢do tépica de cinamaldeido
promove cicatrizagdo mais rapida de feridas cutaneas infectadas com Pseudomonas
aeruginosa. Molecules. 24 (8), 1627. 2019.

FIRMINO, D. F.; CAVALCANTE, T. T. A.; GOMES, G. A.; FIRMINO, N. C. S.;
ROSA, L. D.; DE CARVALHO, M. G.; & CATUNDA JR, F. E. A. Antibacterial and
Antibiofilm Activities of Cinnamomum Sp. Essential Oil and Cinnamaldehyde:
Antimicrobial Activities. The Scientific World Journal. 1-9. 2018.

FONSECA, C.; RAMOS, A.; SANTOS, D.; GASPAR, L.; FERREIRA, MARTA.
Pratica de enfermagem baseada na evidéncia: O caso das feridas. Journal of age and
innovation. 2013.

GADKARI, R. R.; SUWALKA, S.; ALI, M. R.; ALI, W.; DAS, A. R.
Alagirusamy.Green Synthesis of chitosan-cinnamaldehyde cross-linked nanoparticles:
characterization and antibacterial activity. Journal Pre-proof. 2019.

GOMES, D. N. Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes de alginato incorporados
com extratos de anadenanthera colubrina (vell.) brenan visando o desenvolvimento de
substituto temporario de pele. Dissertacio de Mestrado. Recife. 2016.

GONTDO, J. F.; SILVA, MRA; BIERHALZ, A.CK. Membranas de
carboximetilcelulose e alginato para liberagdo de diclofenaco de sddio em lesdes de
pele. Biomateriais. 2017.

HEIDARI-SURESHIJANI, M.; TABATABAEI-YAZDI, F.; ALIZADEH-
BEHBAHANI, B.; MORTAZAVI, A. Antimicrobial Effect of Aqueous, Ethanol,



77

Methanol and Glycerin Extracts of Satureja bachtiarica on Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosaand Staphylococcus epidermidis. Zahedan Journal of
Research in Medical Sciences. 17(7): 1-5. 2015.

JIA, P.; XUE, Y.J.; DUAN, X.J. E SHAO, S.H. Efeito do cinamaldeido na formagao de
biofilme e expressao de sarA por Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Letters
in Applied Microbiology. 53 (4), 409-416. 2011.

KARUMATHIL, D.P.; NAIR, M.S.; GAFFNEY, J.; KOLLANOOR-JOHNY, A. &
VENKITANARAYANAN, K. O trans-cinamaldeido ¢ o FEugenol aumentam a
sensibilidade do Acinetobacter baumannii aos antibidticos beta-lactdmicos. Fronteiras
em Microbiologia. 9. 2018.

KONICA MINOLTA INC. Precise color communication — Color control from
perception to instrumentation, Japan, 2007.

KOT, B.; SYTYKIEWICZ, H.; SPRAWKA, 1.; & WITESKA, M. Efeito do trans-
cinamaldeido na formacdo de biofilme resistente a meticilina Staphylococcus aureus:
avaliacdo da atividade metabdlica e andlise da expressdo de genes associados a
biofilme. International Journal of Molecular Sciences, 21 (1), 102. 2019.

LINDHOLM, C.; SEARLE, R. Wound management for the 21st century: combining
effectiveness and efficiency. International Wound Journal. v. 13 Suppl 2, p. 5-15, Jul
2016.

LINHARES, K. P.; OLIVEIRA, M.J.A.; ALCANTARA, M.T.; MUNHOZ, M.M.L.;
LUGAO, A.B. Hidrogel polimérico com alginato ¢ AgNP para tratar e absorver exudato
de feridas. Associac¢io Brasileira de Enfermagem. 2015.

LOPES, S.; BUENO, L.; AGUIAR J. F. e FINKLER, C. Preparacdo e caracterizagao de
microcapsulas de alginato e gelatina contendo Lactobacillus rhamnosus. Academia
Brasileira de Ciéncias. vol.89, n.3 , pp.1601-1613. 2017.

MA, J.; WANG, H.; HE, B.; CHEN, J. A preliminary in vitro study on the fabrication
and tissue engineering applications of a novel chitosan bilayer material as a scaffold of
humam neofetal dermal fibroblasts. Biomaterials. v. 22, p. 331-336, 2001.

MIHARA, S.; SHIBAMOTO, T. The role off lavor and fragance chemicals in TRPAI
(transiente receptor potential cation channel, member Al) activity associated with
allergies. Allergy, Asthma e Clinical Immunology. 2015.

MONTAGU, A.; JOLY-GUILLOU, M.-L.; ROSSINES, E.; CAYON, J.; KEMPF, M.;
SAULNIER, P. Condigdes de estresse induzidas por Carvacrol e Cinamaldeido em
Acinetobacter baumannii. Fronteiras em Microbiologia. 7. 2016.

MUZZARELLI, R. A. A.; MORGANTI, P.; MORGANTI, G.; PALOMBO, P
PALOMBO M.; BIAGINI, G.; BELMONTE, M. M.; GIANTOMASSI, F.; ORLANDI,
F.; MUZZARELLI, C. Chitin nanofibrils/chitosan glycolate composites as wound
medicaments. Carbohydrate Polymers. v. 70, p. 274-284, 2007.



78

MYERS, R. H.; MONTGOMERY, D. C. Response surface methodology: process and
product optimization using designed experiments, New York: Jonh Wiley and Sons.
2002.

PERALTA-ZAMORA, P.; MORAIS, J. L.; NAGATA, N. Por que otimizacao
multivariada. Engenharia Sanitaria e Ambiental. v.10, n.2, p.106-110, 2005.

PIRES, A. L. R;; DIAS, A. M. A.; SOUSA, H. C.; BRAGA, M. E.;; MORAES, A. M.
Analise Comparativa das Propriedades de Membranas de Quitosana e Alginato Densas
e Porosas Preparadas na Presenca ou Auséncia do Polimero Sintético Silpuran® 2130
A/B. XX congresso brasileiro de engenharia quimica. Florianopolis SC. 2014.

REZENDE, R. A.; BARTOLO, P. J; MENDES, A.; FILHO, R. M. Analise do
Comportamento Mecéanico do Alginato como Biomaterial para a Fabricagdo de
Scaffolds na Engenharia de Tecidos. IN XII CONGRESSO BRASILEIRO DE
BIOMECANICA. Sio Pedro. XII Congresso Brasileiro de Biomecanica. 2007.

RHIM, J.W. Physical and mechanical properties of water resistant sodium alginate
films. LWT-Food science and technology. v. 37, n. 3, p. 323-330, 2004.

SARTORATTO, A.; MACHADO, A.L.M.; DELARMELINA, C.; FIGUEIRA, G.M;
DUARTE, M.C.T. and REHDER, V.L.G. Composition and antimicrobial activity of
essential oils from aromatic plants used in Brazil. Brazilian Journal of Microbiology.
vol. 35, no. 4, pp. 275-280. 2004.

SILVA, M. A. Desenvolvimento e caracterizagdo de filmes compostos de alginato e
quitosana contendo natamicina como agente antimicético. Tese doutorado. 2009.

TANODEKAEW, S.; PRASITSILP, M.; SWASDISON, S.; THAVORNYUTIKARN,
B.; POTHSREE, T.; PATEEPASEN, R. Preparation of acrylic grafted chitin for wound
dressing application. Biomaterials. v. 25, p. 1453-1460, 2004.

TETARD, A.; ZEDET, A, GIRARD, C.; PLESIATA, P.; LLANES C.
Cinnamaldehyde induces pumps expression and multidrug resistance in Pseudomonas
aeruginosa. American Society for Microbiology. 2019.

TOPA, S.H.; SUBRAMONI, S.; PALOMBO, E.A.;KINGSHOTT, P.;RICE,
S.A.; BLACKALL, L.L. O cinamaldeido interrompe a formacdo de biofilme e a
motilidade de enxame de Pseudomonas aeruginosa. Microbiologia. 2018.

UYGUR, F.; ONCUL, O.; EVING, R.; DIKTAS, H.; ACAR, A. E ULKUR, E. Efeitos
de trés curativos antibacterianos topicos diferentes em queimaduras de espessura total
contaminadas por Acinetobacter baumannii em ratos. Burns. 35 (2), 270-273. 2009.

VALCOURT, C.; SAULNIER, P.; UMERSKA, A.; ZANELLI, M.P.; MONTAGU, A.;
ROSSINES, E.; JOLY-GUILLOU, M.L. Interagdes sinérgicas entre doxiciclina e
componentes terpénicos de dleos essenciais encapsulados em nanocapsulas lipidicas

contra bactérias gram-negativas. International Journal of Pharmaceutics. 498 (1-2),
23-31. 2016.



79

WIEGAND, C.; HIPLER, U. Polymer-based biomaterials as dressings of chronic
Stagnating wounds. Macromolecular Symposia. v. 294-11, p. 1-13, 2010.

YUAN, X.; HAN, L.; FU, P.; ZENG, H.; LV, C.; CHANG, W.; RUNYON, R. S;
ISHII, M.; HAN, L.; LIU, K.; FAN, T.; ZHANG, W.; LIU. R. Cinnamaldehyde
accelerates wound healing by promoting angiogenesis via up-regulation of PI3K and
MAPK signaling pathways. Laboratory Investigation. 2017.

ZHANG, Y., MA, Q.; CRITZER, F.; DAVIDSON, PM.; ZHONG, Q. Propriedades
fisicas e antibacterianas de filmes de alginato contendo 6leo de casca de canela e 6leo
de soja. LWT - Food Science and Technology. 2015.

ZHU, Y.; ZHANG, J.; SONG, J.; YANG, J.; XU, T.; PAN, C.; ZHANG, L. One-step
synthesis of an antibacterial and pro-healing wound dressing that can treat wound
infections. Journal of Materials Chemistry B. (2017).



80

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Matriz do Planejamento fatorial 23 com pontos axiais para otimiza¢io de
membranas hidrogel.

Ensaio Codigos Variaveis para (100mL)
B C A (%) B (%) C (%)
1 -1 -1 -1 1,10 0,80 0,60
2 -1 -1 2,50 0,80 0,60
3 -1 1 -1 1,10 2,80 0,60
4 1 -1 2,50 2,80 0,60
5 -1 -1 1 1,10 0,80 1,60
6 1 -1 1 2,50 0,80 1,60
7 -1 1 1 1,10 2,80 1,60
8 1 1 1 2,50 2,80 1,60
9 -1,68 0 0 0,50 1,80 1,10
10 1,68 0 0 3,00 1,80 1,10
11 0 -1,68 0 1,80 0,50 1,10
12 0 1,68 0 1,80 3,00 1,10
13 0 0 -1,68 1,80 1,80 0,20
14 0 0 1,68 1,80 1,80 2,00
15 0 0 0 1,80 1,80 1,10
16 0 0 0 1,80 1,80 1,10
17 0 0 0 1,80 1,80 1,10
18 0 0 0 1,80 1,80 1,10
19 0 0 0 1,80 1,80 1,10
20 0 0 0 1,80 1,80 1,10

* A- Alginato; B- cloreto de calcio e C- cinamaldeido.
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Tabela 2: Porcentagem de umidade das membranas com auséncia e presenca de

cinamaldeido

Membranas

Umidade%

Com Cinamaldeido
Sem Cinamaldeido

51,62+0,08
46,34+2,15




82

Tabela 3: Parametros de cor das membranas hidrogeis preparadas com cinamaldeido e
sem cinamaldeido.

Parametro

Formulagio L A b Hue Croma AE*

Com Cinamaldeido 68,18+2,9*° -3,14+0,23* 8,84+1,21* 109,71°£1,95* 9,29+1,04*  12,54+1,95
Sem Cinamaldeido 68,76+4,84% -1,96+0,54° 20,3+2,34> 95,60°+1,72® 20,39+2,32" 0

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).
*AE: em relagdo a membrana hidrogel sem cinamaldeido.
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Figura 1: Superficie de resposta para a determina¢do das concentracdes oOtimas do

alginato, cloreto de calcio e dleo essencial em funcdo do escore das membranas e
planejamento fatorial.

(a) (b)
Fitted Surface; Variable: Vard4 Fitted Surface: Variable: Vard
3 factors, 1 Blocks, 20 Runs; MS Residual=4,297422 3 factors. 1 Blocks, 20 Runs: MS Residual=4,297432
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* (a) em funcdo do alginato, cloreto de célcio e escore das membranas e (b) alginato,
oleo essencial e escore das membranas respectivamente.
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura das membranas com e sem cinamaldeido.

Dd g 50 Zmum D X250 300pm D76 X250 300pm

D47 350 Zmm D4T Xzs0 3EIIJ|.lrn Da.6 E250 300pm

* Al, A2, A3) membrana preparada na presenca de cinamaldeido, B1, B2, B3)
membrana preparada na auséncia de cinamaldeido.
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Figura 3: Atividade antimicrobaiana de hidrogeis de alginato, alginato+ cinamaldeido e
controle, perante as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, durante os intervalos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas.
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Figura 4: Rugosidade e espessura média dos hidrogeis com 6leo e sem o6leo
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Figura 5: Intumescimento das membranas por 72h a 37°c em PBS (A), RPMI (B), Agua
destilada (C) e solucao salina (D) das membranas com presenga e auséncia de 6leo.
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Figura 6: Sor¢do de vapor d’agua em umidade relativa em 95% a 32°C, de membranas
hidrogeis com e sem cinamaldeido.
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Figuras Suplementares

Figura 1S: Aspecto macroscépico das membranas produzidas a partir do planejamento
fatorial 2> com 6 repeti¢des nos pontos centrais e 6 pontos axiais.
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Figura 2S: Escore das membranas obtido pelo planejamento fatorial, levando-se em
consideragdo: uniformidade, rachaduras, bolhas, desprendimento da placa, trasparéncia
e consisténcia.
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* Em comparag¢do com o ensaio 13, mesma letra entre as coluna indica que ndo ha diferenga
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).



Figura 3S: Diagrama de Pareto com linha de referéncia para a significancia estatistica

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Soma
3 factors, 1 Blocks, 20 Runs; MS Residual=4,287432
DV: Soma

0,22?3994

-0,05685

Aginato (%)(Q) -5,3469]
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2Lby3L 0,1705495
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p=0,05

* Q: quadratico; L: linear.
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Figura 4S: Aspecto visual das membranas hidrogeis incorporadas com cinamaldeido.
Al e A2) Membranas hidrogeis de alginato 2,1%, com incorporagio de cinamaldeido a
0,8% e reticuladas com cloreto de calcio a 1,8% .




