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Resumo

Objetivo: Verificar a potencialidade e a agcao bactericida de membranas de
quitosana (QTS) com associagbes de N-acilidrazona (JR19) em diferentes
concentracdes para o tratamento de feridas. Metodologia: Os filmes foram
desenvolvidos a partir das solugdes de QTS e acetato de polivinila (PVA).
Foram analisados: Fl, filme de QTS; F2, filme de QTS+PVA na proporcéao de
1:1; F3, filme com 8,6 mg de JR19 adicionados a solugao de QTS usada em
F1; F4, filme com 8,6 mg de JR19 e 1 mg de Sulfadiazina de prata (AgSD)
adicionados a 10 ml da solugédo de F2; F5, filme com 1 mg de JR19 e 1 mg
de AgSD adicionados a 10 ml da solugédo de F2. A constatagao da ativida-
de antimicrobiana dos filmes de polimero de QTS com derivados JR19 foi
realizada pela técnica de difusdo de discos em meio de cultura sélido Agar
Mdaeller Hinton. Resultados: O F1 foi desprezado devido a forte repulsao
eletrostatica com meio de cultura solido agar, que causou deformagao € in-
viabilizou a cultura. A auséncia de atividade inibitoria microbiana dos filmes
F2, F3 e F5 sobre os S. aureus foi evidenciada pela formacéo de colbnias
bacterianas frente e verso sobre os filmes de polimero de QTS com deriva-
dos de JR19. Conclusao: A sinergia entre JR19 e AgSD na membrana F4
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Analise microbiolégica de membranas de quitosana com associa¢des de n-acilidrazona

€ vantajosa para a cicatrizagao de feridas devido as suas propriedades complementares. No
entanto, a seguranca e a eficacia em ensaios clinicos precisam ser mais exploradas para uma
terapia alternativa segura e eficaz.

Palavras-chave: Cicatrizacao; Feridas; Membranas; Quitosana.

Abstract

Objective: To verify the potential and bactericidal activity of chitosan (CS) films combined with
N-acylhydrazone (JR19) in different concentrations for wound treatment. Methodology: Films
were developed from chitosan (CS) + polyvinyl acetate (PVA) solutions. The F1 film consisted
of CS and the F2 film consisted of CS + PVAin a 1:1 ratio. To incorporate JR19 in the polymeric
solutions, 1 mg of sulfadiazine (AgSD) + 8.6 mg of JR19 were added in 10 mL of CS: PVA. Films
formed from this solution were named F3, F4, and F5. The antimicrobial activity of films with JR19
derivatives was assessed using the disc diffusion technique in an Agar Mueller Hinton solid cul-
ture medium. Results: The F1 film was discarded due to strong electrostatic repulsion with solid
agar culture medium, deforming the film and hampering the culture. The F2, F3, and F5 films
showed bacterial colony formations in front and verse, indicating no microbial inhibitory activity
on Staphylococcus aureus. Conclusion: In the F4 film, the synergy between JR19 and AgSD
showed complementary properties that facilitate wound healing. However, the safety and efficacy
of this alternative therapy need further investigation in clinical trials.

Keywords: Chitosan; Healing; Membranes; Wounds.

INTRODUCAO

Estima-se que 5% da populacdo do Ocidente tenha lesdes cronicas e que 25% sofrerdo
dessa condigdo em 2050. A gravidade da situacdo aumenta quando considerados desenvolvi-
mentos como a incapacidade fisica, o prejuizo a qualidade de vida, o risco de infecgao, a inter-
nacao, a amputacao e a evolucdo para o 6bito’.

Nos ultimos anos, tem crescido o numero de pacientes com lesdes de pele em unidades
hospitalares, o que compromete a saude dessa populagéo, e a porcentagem de afetados nas
clinicas médicas chega a 42,6%. Esse aumento independe de idade ou de sexo, sendo respon-
savel por longas internagdes hospitalares?. Diante disso, e por ser um fato de grande preocupa-
¢ao na medicina, métodos de terapia dessas feridas tém sido desenvolvidos, buscando eficacia
e bons resultados* * 678,

Estudos e pesquisas cientificas tém sido conduzidos para desenvolver materiais promis-
sores, com baixo custo e alta eficiéncia, como a membrana de polimero. Essa membrana substi-
tui a pele, é de facil manejo e cria uma barreira fisica que impede infec¢des e é capaz de absor-
ver exsudatos. Além disso, ndo necessita de manutencgéao diaria, com troca do curativo e limpeza
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da ferida®'®". Com o avanco dos estudos referentes a esses polimeros, diversos produtos pas-
saram a ser empregados para facilitar a reparagéo do tecido lesionado. Evidéncias apontam a
existéncia de mais de 2 mil tipos de coberturas sintéticas ou biolégicas disponiveis no mercado
internacional. Esses produtos sao biodegradaveis e biocompativeis, e sdo empregadas técnicas
para impedir a reabsorcao e as falhas do material'?1314.15,

Curativos usam polimeros biolégicos e sintéticos, como acido hialurdnico, alginato e qui-
tosana (QTS), escolhidos por serem seguros e compativeis com o corpo, por se degradarem
naturalmente e por terem propriedades antibacterianas'®. Esses polimeros sdo compostos de
nanofibras que melhoram a cicatrizacdo devido a alta relacdo de volume, area superficial, prolife-
racao e diferenciacao celular. Essa melhora se da pela capacidade das nanofibras de mimetizar
a composicao do tecido, permitindo a organizagao celular e melhorando a adesao, a migragao e
o transporte celular por conta de suas multiplas fibras aleatoriamente® dispostas e interconecta-
das com alta porosidade, responsaveis pela regeneracao de tecidos, cartilagens, 0ssos e vasos
sanguineos'?13.14,

Esse trabalho objetivou verificar a potencialidade e a acédo bactericida de membranas de
QTS com associacdes de N-acilidrazona (JR19) em diferentes concentragbes para o tratamento
de feridas.

MATERIAIS E METODOS

Desenvolvimento dos filmes

Os filmes foram desenvolvidos a partir da solugcdo de QTS preparada em solugao de acido
acético 1% (v/v), com concentragao final de 1% (m/v); e da solugéo de acetato de polivinila (PVA)
preparada em agua aquecida, com concentragdo final também de 1% (m/v). A partir dessas duas
solugdes poliméricas, foram produzidas as seguintes amostras, conforme descrito na Tabela 1:
um filme apenas de QTS, nomeado F1; e um filme de QTS + PVA na proporgao 1:1, nomeado
F2. Entdo, 8,6 mg de JR19 foram adicionados a solu¢cdo de QTS usada em F1, resultando em
F3. Também foram adicionados 8,6 mg de JR19 + 1 mg de Sulfadiazina de prata (AgSD) a 10 ml
da solugao de F2, que resultou em F4, e 1 mg de JR19 + 1 mg de AgSD a 10 ml da solugéo de
F2, que resultou em F5. Para a incorporacao da JR19 nas solugdes poliméricas, a solugido com
material adicionado foi colocada sob agitagdo magnética por um periodo de 24 horas.

As solugdes resultantes foram vertidas em placas de Petri de plastico com 5,5 cm de dia-
metro, num volume de 10 ml, e inseridas em uma estufa de circulacdo de ar na temperatura de
50 °C por um periodo de 24 horas, de forma a promover a evaporacao do solvente e a formacao
dos filmes. As formulagdes foram desenvolvidas no Laboratério de Desenvolvimento e Caracte-
rizagao de Produtos Farmacéuticos da Universidade Estadual da Paraiba.
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Tabela 1. Amostras utilizadas no estudo

F1 1:0 - -
F2 1:1 - -
F3 1:0 8,6 -
F4 1:1 8,6 1,0
F5 1:1 1,0 1,0

Fonte: dados da pesquisa.

Atividade antimicrobiana

A constatagao da atividade antimicrobiana dos filmes de polimero de QTS com derivados
de JR19 foi realizada pela técnica adaptada de difusdo de discos em meio de cultura sélido Agar
Mueller Hinton (Figura 1) em placa de Petri de vidro 60 x 15 mm, semeando o indculo bacteriano
com o auxilio de um swab estéril'*1&

Figura 1. Filmes de QTS com e sem derivados de JR19

Fonte: dados da pesquisa.

Para os testes de sensibilidade antimicrobiana, foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus ATCC® 25923 (S. aureus). As cepas bacterianas foram ativadas em tubos de ensaio con-
tendo agar nutriente e mantidas em estufa a 37 °C por 18 horas. Em seguida, foi preparada uma
solucédo salina a 0,9% e feito um inéculo bacteriano equiparado a escala MacFarland de 0,5, que
corresponde a aproximadamente 108 unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/ml)81°,
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A partir de uma cultura da cepa selecionada, uma unica colénia foi semeada em caldo BHI
e incubada a 37 °C por aproximadamente 18 horas. Em seguida, apds turvagédo do meio, com
swab estéril previamente mergulhado na suspensao bacteriana, a cultura foi semeada em es-
trias nas placas de Agar Miieller Hinton, em duas direcdes, por toda a superficie do meio, por fim
passando o swab em toda a volta da placa e deixando o inéculo secar por 5 a 10 minutos'17:18,
Entdo, com uma pinga estéril, os filmes dos polimeros de QTS com diferentes concentragdes de
derivados de JR19 foram depositados nas placas inoculadas.

O filme F1 apresentou forte repulsdo em relagdo ao meio agar de cultura e foi descartado;
por sua vez, os filmes F2 e F4 apresentaram leve repulsdo e foram hidratados com soro fisiol6-
gico para melhorar sua aderéncia®® 7. . As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas em uma
estufa bacteriologica. Apds esse periodo, a interpretagao dos resultados foi adaptada as normas
do National Committee For Clinical Laboratory, com observacdo macroscopica da presencga de
colbnias isoladas ao redor e sobre os filmes analisados? ®.

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado no Laboratério de Microbiologia
da UFPE, de acordo com o ISO 17 025, seguindo normas especificas para laboratérios que
realizam ensaios microbioldgicos. Foram adotados protocolos de biosseguranga rigorosos para
prevenir riscos a saude humana e ambiental® “.

RESULTADOS

Apos incubagdo a 37 °C por 24 horas, os resultados demonstraram, em nivel macros-
cdpico, que, na cultura com o filme F4, nao foi identificada a presencga de coldnias bacterianas
sobre o filme, tendo, portanto, apresentado atividade antibacteriana, com formag¢ao de um halo
de inibicdo do crescimento do S. aureus, evidenciado na Figura 2 7. O Filme F1 foi desprezado
devido a forte repulsao eletrostatica com o meio de cultura sélido agar, que o deformou e invia-
bilizou a cultura™ "', A auséncia de atividade inibitéria microbiana dos filmes F2, F3 e F5 sobre
os S. aureus foi evidenciada pela presenca de formacéo de colbnias bacterianas frente e verso
sobre os filmes analisados, como mostra a Figura 2.
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Figura 2. Resultados da atividade inibitéria microbiana dos filmes de polimero de QTS com derivados
de JR19 sobre os S. aureus.

F2 F3 F4 F5

Fonte: autores

DISCUSSAO

Nos resultados, observa-se a auséncia do filme F1, composto apenas por QTS, despre-
zado devido a forte repulsdo eletrostatica ao meio de cultura sélido agar, que o deformou e in-
viabilizou a analise Essa repulsao foi possivelmente gerada devido a unidades monoméricas de
B-(1—4) -2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4) -2-acetamida2-desoxi-D-glicose da QTS, que
reagiram com o meio de cultura " 12,

Evidenciamos que a membrana F2 demonstrou auséncia de atividade inibitoria micro-
biana sobre os S. aureus, permitindo maior crescimento bacteriano em comparacéao as culturas
dos outros filmes testados. Esse resultado sugere que os compostos JR19 e AgSD, incluidos na
composicao final do filme, seriam os principais responsaveis pela inibicao do crescimento dessas
bactérias nos meios de cultura™ 1415,

Da mesma forma, observou-se que a membrana F3 também apresentou auséncia de
atividade inibitoria microbiana sobre os S. aureus. A composi¢ao de QTS associada a 8,6 mg de
JR19 do F3 nao contribuiu para a agéo antimicrobiana, um possivel indicativo de que a sufadia-
zina de prata seria o principal composto responsavel pela sensibilidade bacteriana* & 7.

A membrana F4 apresentou consideravel agao antimicrobiana, observada pela auséncia
de formacao de colOnias bacterianas e a presencga de um halo de inibicao da bactéria S. aureus.
Sendo o F4 o filme com maior atividade promissora antibacteriana, ficou demonstrado o excelen-
te desempenho antimicrobiano da AgSD na concentragao de 1mg na inibigao do crescimento da
S. aureus. Com isso, 0 F4 se mostrou o filme com maior atividade promissora antibacteriana. A
composi¢ao da membrana possivelmente apresentou agao bactericida por sua interacdo com a
parede celular de peptidoglicano, levando ao rompimento da parede da bactéria, e por seu efeito
bacteriostatico, evidenciado pela formacdo de um halo de inibicdo, que impediu o crescimento
do S. aureus®®.
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Apesar de a membrana F5 ter sido acrescida de material antimicrobiano, houve ausén-
cia de atividade inibitéria sobre os S. aureus. Possivelmente, a adicdo de JR19 e AgSD nao foi
suficiente para obter resultados antimicrobianos eficazes.

A consideravel acao antimicrobiana apresentada pela membrana F4, observada pela au-
séncia de formagéao de col6nias bacterianas de S. aureus, sugere que a combinagao especifica
com concentragao de 8,6 mg de JR19 foi eficaz para inibir o crescimento das bactérias. A combi-
nagao desses compostos com membrana de QTS como tratamento adjuvante na cicatrizagao de
feridas cutaneas é um aspecto importante dos testes in vitro. Como mencionado, a F4 mostrou
consideravel agdo antimicrobiana, sugerindo que a inclusdo do JR19 na concentragéo de 8,6 mg

e do PVA contribuiu para potencializar a inibicao do crescimento do S. aureus no meio de cultura®
7,8

Wanderley e colaboradores (2020) desenvolveram filmes de QTS contendo JR19, um de-
rivado N-acilidrazdnico, para criar uma formulacio terapéutica, tendo feito analises das proprie-
dades fisico-quimicas e mecanicas e da biocompatibilidade dos filmes. Os resultados mostraram
a presenca de JR19 nos filmes, com caracteristicas identificadas por calorimetria exploratéria
diferencial, termogravimetria e difracao de raios-X".

Além da ampla acao antimicrobiana, a AgSD é segura e eficaz na prevencao de infecgdes
secundarias e na promogao da cicatrizagao de feridas. Ao combina-la em membranas para ci-
catrizacdo, cria-se um ambiente propicio a regeneracao tecidual, estimulando o reparo da pele
danificada. No entanto, é crucial conduzir estudos clinicos adicionais para avaliar sua seguranga
e eficacia como alternativa terapéutica para a cicatrizagao de feridas™®.

A acdo combinada da JR19 e da AgSD no processo de cicatrizagdo pode ser vantajosa
por suas propriedades complementares. Enquanto a JR19 atua como agente antimicrobiano e
anti-inflamatério, prevenindo infecgées e reduzindo a inflamagéao no local da ferida, a AgSD exibe
atividade bactericida contra uma ampla gama de bactérias, incluindo aquelas frequentemente
associadas a infec¢des cutineas. A prata possui propriedades bactericidas e bacteriostaticas
que ajudam a controlar infecgdes cutaneas. Diante dos resultados, podemos concluir que o F4
apresentou excelente atividade antibacteriana, e sua utilizacdo seria promissora na prevengao
de infecgdes e cicatrizacdo de lesdes cutaneas™ .

Assim, supde-se que ocorra inibicao do crescimento bacteriano na presenga do F4, pos-
sivelmente relacionada as diferencas estruturais e quimicas do composto em relagao aos outros
filmes testados. Essa possivel inibicdo bacteriana pode estar relacionada as diferengas quimicas
e estruturais do polimero de QTS com derivados de JR19, capaz de interferir na aderéncia da
parede bacteriana de peptideoglicanos, ou a inibigdo do crescimento bacteriano devido a possi-
vel acao antimicrobiana dos componentes bioativos do polimero F4 por meio de difusao, o que
poderia explicar a formacao do halo inibigdo ao redor do filme' '°,
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CONCLUSAO

A sinergia entre JR19 e AgSD presente na membrana F4 é vantajosa devido as suas
propriedades complementares. A combinacdo desses compostos em membranas para cicatriza-
cao pode promover a regeneracao dos tecidos danificados, estimulando o processo de reparo
da pele. Contudo, a seguranca e a eficacia dessa abordagem em ensaios clinicos precisam ser
mais exploradas para garantir essa alternativa terapéutica para a cicatrizagao de feridas.

E importante notar que os resultados sdo especificos para testes in vitro e podem nao
refletir completamente o desempenho dessas membranas em ambiente in vivo. Além disso, a efi-
cacia de uma membrana como cicatrizante depende de multiplos fatores, incluindo a gravidade
da ferida e a resposta individual do paciente.
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