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Resumo

Objetivo: Desenvolver e avaliar membranas de quitosana contendo ex-
trato de entrecasca da Schinus terebinthifolius para uso topico em lesdes
cutaneas. Métodos: Foram elaboradas membranas de quitosana com di-
ferentes concentragdes de extrato de Schinus terebinthifolius. Avaliaram-
se a resisténcia ao dobramento, o pH das membranas e a atividade antimi-
crobiana do extrato usando a técnica de difus&o de discos em Agar Miieller
Hinton. O in6culo bacteriano utilizado foi Staphylococcus aureus ATCC®
25923. Os diametros dos halos de inibicdo foram medidos com paquimetro
para determinar a sensibilidade da bactéria. A interpretacao dos resultados
seguiu as tabelas de pontos de corte para concentragdo minima inibitéria e
didametros de halos do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Resultados: Apds incubagédo a 30°C por 24 horas, o extrato de
Schinus terebinthifolius nas concentragdes de 43ug e 21,5ug mostrou os
melhores halos de inibicdo para Staphylococcus aureus, com 16 mm e 14
mm, respectivamente. A membrana com 5% de extrato teve maior resis-
téncia ao dobramento, suportando mais de 300 dobragens antes do rompi-
mento, enquanto a de 10% suportou apenas 12 dobragens, mostrando-se
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muito rigida e de baixa aderéncia. O pH das membranas foi de 5,5 em ambas as concentragdes,
sem diferenga significativa. Conclusao: Os melhores resultados antimicrobianos do extrato de
Schinus terebinthifolius foram nas concentra¢des de 43ug e 21,5ug. A membrana com 5% do
extrato mostrou a melhor adaptagéo, ao passo que a de 10% tornou-se excessivamente rigida.
Recomenda-se explorar concentracdes mais baixas do extrato em futuras pesquisas.

Palavras-chave: Quitosana; Extratos vegetais; Schinus; Cicatrizagédo

Abstract

Objective: To develop and evaluate chitosan membranes containing Schinus terebinthifolius
bark extract for topical use in skin lesions. Methods: Chitosan membranes were prepared with
different concentrations of Schinus terebinthifolius extract. The resistance to folding, the pH of
the membranes, and the antimicrobial activity of the extract were evaluated using the disc diffu-
sion technique on Mueller-Hinton agar. The bacterial inoculum used was Staphylococcus aureus
ATCC® 25923. The diameters of the inhibition zones were measured with a caliper to deter-
mine the sensitivity of the bacteria. The interpretation of the results followed the cutoff points
for minimum inhibitory concentration (MIC) and halo diameters from the Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing. Results: After incubation at 30°C for 24 hours, the Schinus
terebinthifolius extract at concentrations of 43.0 ug and 21.5 ug showed the best inhibition zones
for Staphylococcus aureus (16 mm and 14 mm, respectively). The membrane with 5% extract ex-
hibited greater resistance to folding, supporting more than 300 folds before breaking. In contrast,
the 10% membrane became very rigid and had low adhesion after only 12 folds. The pH of the
membranes was 5.5 in both concentrations, without a significant difference. Conclusion: The
best antimicrobial results from Schinus terebinthifolius extract were at concentrations of 43.0 ug
and 21.5 pg. The membrane with 5% of the extract showed the best adaptation, while the one with
10% became excessively rigid. Further studies must explore lower concentrations of the extract.

Keywords: Chitosan; Plant extracts; Schinus; Wound healing

INTRODUGAO

O recobrimento da ferida com membranas pode substituir a funcédo da pele perdida, pro-
teger a ferida da perda de fluidos e proteinas, prevenir contra invasdo de bactérias e reduzir
o estresse mecanico, melhorando e estimulando a cicatrizagdo. Esse avango nos cuidados e
tratamentos das lesbes normalmente possui um alto custo, tendo em vista que a restauracao
do tecido demanda tempo e grande quantidade de insumos, o que afeta a qualidade de vida do
paciente e, ainda, ocasiona outros danos a sua saude'~.

Diversos tipos de coberturas estao disponiveis no mercado internacional para o tratamen-
to de feridas e queimaduras, sejam eles sintéticos ou biolégicos. Os produtos com base polimera
sdo progressivos e 0s curativos sao uteis nesses tratamentos de feridas em razao de sua poro-
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sidade, da epitelizacédo, do desempenho mecanico, além da biodegradabilidade e biocompatibili-
dade, desde que ocorram técnicas de consolidacdo de permanéncia que impecam a reabsorcao
e as falhas do material®.

A quitosana (QTS) € um polimero que possui aplicagdes nas mais diversas areas, como
alimenticia, tratamento de residuos, industria farmacéutica e principios de filtracdo e agronomia;
todavia, o setor em que a quitosana se mostrou extremamente prospera foi o biomédico. A rele-
vancia da quitosana como barreira no processo de cicatrizagao se correlaciona as suas proprie-
dades bioldgicas, como antimicrobiana, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade
e baixa imunogenicidade, antecipando a renovagéo tecidual, enquanto relacionado com outros
procedimentos consagrados de terapéutica®.

A entrecasca da aroeira (Schinus terebinthifolius) apresenta grande potencial terapéutico,
com elevados compostos antioxidantes (flavonoides, taninos, terpenos e fendéis) que chamam
atengao, uma vez que tais grupos de compostos conferem diferentes atividades farmacolégicas
ao espécime vegetal, como anti-inflamatdria, antifungica, anticancer e cicatrizante. A facilidade
de adquirir essas plantas e a compatibilidade cultural sao fatores relevantes para o desenvolvi-
mento dessas tecnologias, com destaque para o nordeste brasileiro, onde comumente € obser-
vada a sutilizagao de plantas medicinais para a preparacao de remédios caseiros a fim de tratar
diversas patologias®57:89,

Diante do exposto, surge o interesse na obtencao e desenvolvimento de produtos a par-
tir dessa espécie vegetal para o tratamento de feridas. Portanto, o presente trabalho tem como
objetivo desenvolver e avaliar membranas de QTS contendo extrato de entrecasca da Schinus
terebinthifolius para uso topico em lesdes cutaneas.

METODOS

Preparacao do extrato de Schinus terebinthifolius

Por meio do método de maceragao, foram utilizados 500g da entrecasca da planta Shinus
terebhintifolius, cortados em pedacos pequenos e triturados para aumentar a area de contato
com o solvente, facilitando a extragao dos compostos desejados. O solvente escolhido para essa
extracao foi o etanol 70%, utilizando-se 1 litro, devido a sua eficiéncia em extrair compostos po-
lares e semipolares, como flavonoides, taninos e terpenos. Essa relagao foi escolhida com base
na necessidade de garantir que o solvente seja suficiente para dissolver os compostos bioativos
presentes na entrecasca, sem que haja desperdicio de solvente ou uma concentragao muito
baixa do extrato. A proporcao de 1:2 (entrecasca:solvente) € uma pratica comum, pois garante
uma boa concentragcado de substancias bioativas na solugao final (Santos et al., 2017). A mace-
ragcao ocorreu em um recipiente hermeticamente fechado para evitar a evaporagao do solvente
e garantir que os compostos fossem extraidos de maneira eficiente. O processo foi realizado por
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um periodo de 72 horas, com agitagao periddica a cada 12 horas, para assegurar que o solvente
entrasse em contato uniforme com todo o material vegetal e maximizasse a extragédo dos com-
postos desejados. Apds o periodo de maceragédo, a mistura foi filtrada para remover a entrecasca
solida. Por fim, utilizou-se um evaporador rotatério a fim de retirar o excesso de etanol e obter um
extrato mais concentrado. O extrato foi armazenado em frascos de vidro @mbar para protegé-lo
da luz, que pode degradar alguns compostos bioativos.

Desenvolvimento dos filmes

Os filmes foram desenvolvidos a partir das solugoes de QTS preparadas em solugéo de
acido acético 1% (v/v) com obtengao de uma concentracao final de 1% (m/v). A partir dessa so-
lugao polimérica, produziram-se as seguintes amostras: o filme de QTS, nomeado F1; QTS+5%
extrato de aroeira, nomeado F2; e QTS+10%, nomeado F3. As amostras foram preparadas sob
agitacdo magnética por um periodo de 24 horas. As solugdes resultantes foram vertidas em pla-
cas de Petri de plastico com 5,5 cm de didmetro, num volume de 10mL, e foram inseridas em
uma estufa de circulacao de ar, na temperatura de 50 °C por um periodo de 24 horas para promo-
ver a evaporacgao do solvente e a formacéao dos filmes. As formulagdes foram desenvolvidas no
Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacao de Produtos Farmacéuticos da Universidade
Estadual da Paraiba.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato de Schinus terebinthifolius foi realizada pela técnica
de difusdo de discos em meio de cultura sélido Agar Miieller Hinton, em placa de Petri de vidro
60x15mm. O indculo bacteriano de Staphylococcus aureus ATCC® 25923 foi semeado com o
auxilio de um swab estéril.

As culturas foram preparadas e incubadas no laboratério de microbiologia da Universida-
de Federal de Pernambuco. Nos testes de sensibilidade antimicrobiana, foram utilizadas cepas
de bactérias Gram positivas, Staphylococcus aureus ATCC® 25923. As cepas bacterianas foram
ativadas em tubos de ensaio contendo agar nutriente e mantidas em estufa a 37 °C por 18 horas.
Em seguida, foi preparada uma solugao salina a 0,9% e feito um indculo bacteriano, equiparan-
do-a a escala MacFarland de 0,5, que corresponde aproximadamente a 108 unidades formadoras
de coldnia por mililitro (UFC/mL). A partir de uma cultura da cepa selecionada, foi semeada uma
Unica colbnia e incubada a 37 °C por aproximadamente 18 horas. Apds a turvagao do meio, com
swab estéril previamente mergulhado na suspenséao bacteriana, a cultura foi semeada por inter-
médio de estrias nas placas de Agar Mueller Hinton em duas diregées, por toda a superficie do
meio e passando, ao final, o swab em volta de toda a placa, deixando-se secar o inéculo por 5 a
10 minutos.

Com a utilizacdo de uma pincga estéril, os sete discos de difusao estéreis, com 9 mm de
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didmetro e 250 g/m?, foram embebidos em extrato bruto de Schinus terebinthifolius, na concen-
tragdo de 43 mg/mL, previamente diluido em agua destilada, estabelecendo as sete concentra-
¢Oes testadas com: 43ug, 21,5ug, 10,75 ug, 5,37ug, 2,68ug, 1,34ug e 0,67ug, respectivamen-
te. Depois, os discos foram depositados sobre as placas inoculadas e incubadas (invertidas) a
36 °C por 24 horas em uma estufa bacterioldgica.

O uso de concentragdes variadas do extrato permite avaliar a atividade antimicrobiana de
forma mais detalhada, proporcionando dados sobre a concentragdo minima inibitéria do extrato,
ou seja, a menor concentragado capaz de inibir o crescimento microbiano, e a concentragdo mi-
nima bactericida. As concentracdes utilizadas foram escolhidas com base em estudos prévios
sobre a atividade antimicrobiana de Schinus terebinthifolius e em protocolos-padrao de teste de
atividade antimicrobiana, como o método de difusdo em agar. Esse intervalo de concentragdes
permite avaliar a eficacia do extrato em uma gama de doses, garantindo que tanto a atividade
antimicrobiana quanto a possivel toxicidade do extrato sejam analisadas'®.

A escolha dessas concentragdes também se alinha com estudos de dosagem incremen-
tal, nos quais é possivel identificar a relagdo entre a concentragdo do extrato e o diametro do
halo de inibicao. Conforme a concentragao do extrato aumenta, espera-se que o halo de inibigao
também aumente, indicando uma maior eficacia antimicrobiana. Isso proporciona uma maneira
de avaliar quantitativamente a poténcia do extrato e permite uma comparagéao precisa entre di-
ferentes concentragdes™.

O diametro do halo inibitério foi medido em milimetros considerando a medida do disco (9
mm). A analise foi realizada em triplicata com trés repeticdes e o resultado foi apresentado como
a média (x desvio padrao).

A leitura das placas foi realizada com paquimetros determinando os didmetros dos halos
formados, correspondentes a sensibilidade Staphylococcus aureus aos extratos de Schinus te-
rebinthifolius. A interpretacao dos resultados foi estabelecida pela nova metodologia de tabelas
de pontos de corte para interpretacédo de concentragdo minima inibitéria e didmetros de halos
preconizados pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, com versao valida
a partir de 15 de margo de 2023.

Ensaio de resisténcia ao dobramento

Realizou-se um ensaio de resisténcia ao dobramento dobrando manualmente o filme no
mesmo ponto repetidamente até que ele se rompesse ou fosse dobrado até no maximo 300 ve-
zes, baseado em estudo’. A quantidade de dobramentos sem qualquer ruptura forneceu o valor

exato de sua resisténcia. A analise foi realizada em triplicata no Laboratério Praticas Funcionais
da Faculdade de Medicina de Olinda.
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Determinagao do pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, com medidor digital modelo TEC-2,
do fabricante Tecnal, calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0"2. Os resultados foram ex-
pressos em unidades de pH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, apds incubacao a 37 °C por 24 horas, demonstraram macroscopicamen-
te a formacéo de halos em 1, 2, 3, e 4 (Figura 1) nas seguintes concentragdes: 43ug, 21,5ug,
10,75ug e 5,37ug, correspondentes a sensibilidade da bactéria Staphylococcus aureus ao extra-
to com a formagéo dos halos 16mm, 14mm, 11mm e 9mm de didmetro, conforme demonstrado
na Figura 1. Para as concentragdes 2,68ug, 1,34ug e 0,67ug, nao foi verificada a formagao de
halos, possivelmente sem atividade inibitéria microbiana nelas.

Figura 1. Halos de inibicdo (mm) do extrato de Schinus terebinthifolius frente & Staphylococcus aureus

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2. Formagao dos halos com diferentes concentragdes do extrato.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Na imagem detalhada (Figura 2) da placa estriada com Staphylococcus aureus, quanto a
formagao dos halos, a concentragdo na Figura B apresentou maior inibicdo do crescimento com
formagao de halo inibitério de 16 mm do extrato de Schinus terebinthifolius na concentragao de
43ug frente a Staphylococcus aureus. A concentragéo na Figura C apresentou inibigao de 14 mm
provocada pelo extrato na contragao de 21,5ug. Na figura D, notou-se inibigdo de 11 mm pelo
extrato na contragcédo de 10,75ug. Por fim, na concentragcéo da Figura E, observou-se discreta
inibicgdo de 9 mm pelo extrato na contragéo de 5,37ug.

No presente estudo, foi evidenciada a capacidade inibitéria do extrato Schinus terebinthi-
folius nas seguintes concentragdes sob Staphylococcus aureus: 43ug, 21,5ug, 10,75ug e 5,37ug.
Os melhores resultados da atividade antimicrobiana do extrato Schinus terebinthifolius apresen-
tados neste estudo foram nas concentragdes de 43ug e 21,5ug, em que foram observados halos
para Staphylococcus aureus de 16 mm e 14 mm de inibigdo respectivamente. Os dados obtidos
neste trabalho, quando avaliada a inibi¢do bacteriana na concentragédo de 5,37ug com halo de
9mm de didmetro, foram semelhantes aos dados ja descritos na literatura, que utilizou o extrato
etandlico dos frutos de aroeira-vermelha na concentragao de 100 mg/mL para inibicdo do micror-
ganismo Staphylococcus aureus (ATCC 25923), obtendo-se como resultado a inibicdo de 9 mm
didmetro para o microrganismo avaliado™.

A Schinus terebinthifolius € um extrato composto por triterpenoides (acido 3-hidroximasti-
cadienoico), fendis e, ainda, triterpenos (simiarenol). Uma das possiveis explicagcdes para esses
compostos terem sido capazes de inibir o microrganismo seria que essas estruturas quimicas
interagem com as ligacdes dos peptideoglicanos da parede celular, tendo como estrutura alvo
a porcao D-alanina-D-alanina da parede celular bacteriana. Esses compostos se ligam, formam
complexos com as unidades que comporiam os peptideoglicanos da nova parede e interrompem
o processo de polimerizagao (formacao) da parede celular, levando a uma fragilidade osmoética
da parede bacteriana de peptideoglicanos, o que acarreta a lise das bactérias préximas aos dis-
cos de difusao e forma os halos™.

As analises de resisténcia ao dobramento sdo importantes para que se identifique o con-
forto do filme na aplicacao do local das feridas™. Os filmes de QTS com extrato de Schinus te-
rebinthifolius revelaram diferencas significativas entre as amostras FQ5% e FQ10%. A amostra
FQ5%, contendo 5% de extrato, demonstrou uma resisténcia substancialmente maior ao supor-
tar mais de 300 dobragens, nao se rompendo antes disso. Por outro lado, a amostra FQ10%, que
continha QTS e 10% de extrato de Schinus terebinthifolius, apresentou uma resisténcia menor
ao dobramento, chegando em média a apenas 12 dobragens. Essas diferengas sugerem que o
filme FQ10% é mais quebradico, provavelmente devido a presenga de uma maior quantidade de
polifendis provenientes do extrato de Schinus terebinthifolius. As interagdes intermoleculares en-
tre os polimeros diminuem a flexibilidade das membranas, o que pode impactar negativamente
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na flexibilidade e resisténcia do material®®.

Tabela 1. Amostras utilizadas no estudo.

Amostra Concentragao Dobramento pH
F1 0% 38 57
F2 5% 27 53
F3 10% 12 55

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 3. Extrato de Schinus terebinthifolius (5% e 10%) aplicado as membranas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Membranas cicatrizantes macias, flexiveis e que ndo causem irritagcdo sdo essenciais
para promover uma recuperagao adequada e minimizar o desconforto durante a cicatrizagao. O
conforto que essas membranas proporcionam influencia diretamente na aceitagao e adesao dos
pacientes ao tratamento, impactando sua qualidade de vida ao permitir a mobilidade e execugao
de atividades diarias sem restricdes"’.

Ao analisar o pH das membranas, nao se obteve diferenga relevante entre as concentra-
cdes 5% e 10%, sendo identificada média de pH de 5,5 no teste de triplicata. No que se refere ao
pH, o tecido inflamado tem um pH reconhecidamente acido, no qual grande parte das bactérias
encontradas no sistema de canais radiculares se desenvolve. A relacdo entre as membranas ci-
catrizantes e o pH da membrana e da ferida € um aspecto critico a ser considerado para otimizar
0 ambiente de cicatrizacdo. Estudos tém destacado a importancia de manter um pH adequado
para promover uma cicatrizacao eficaz e reduzir complicagcées. O pH da membrana cicatrizante
influencia a atividade enzimatica e a proliferacao celular, afetando a velocidade e qualidade da
cicatrizagdo. Membranas que mantém um pH ideal favorecem a migragao celular, a sintese de
colageno e a atividade de fatores de crescimento, contribuindo para uma cicatrizagao rapida e
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regeneracao de um tecido com menos cicatrizes. Além disso, regular o pH ajuda a controlar a
inflamacao e reduzir o risco de infecgdes. Portanto, considerar o pH é crucial no desenvolvimento
de membranas cicatrizantes eficazes’®.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que o extrato Schinus terebinthifolius,
nas concentragdes 43ug, 21,5ug, 10,75ug e 5,37ug, apresentou a capacidade de inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus em culturas de Agar Mueller Hinton. Neste estudo, foram
obtidas novas informacdes a respeito do potencial de acao antimicrobiana dos compostos bioa-
tivos extraidos da Schinus terebinthifolius. Quanto ao ensaio de resisténcia ao dobramento, foi
observado que a presenca de maior quantidade de extrato, rico em polifendis, torna a membrana
mais quebradi¢ca e menos adequada para essa finalidade. Devido a seu potencial antibacteriano,
novos estudos se fazem necessarios para investigar suas composi¢gées quimicas mais detalha-
das — utilizando programas de modelagem molecular — e suas atividades microbianas, a fim de
se obter informagdes mais precisas sobre o extrato Schinus terebinthifolius e ampliar o conheci-
mento sobre as atividades antimicrobianas para futuras aplicabilidades farmacolégicas.
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