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Resumo

Este estudo buscou desenvolver e avaliar membranas de gelatina enriquecidas com extrato vegetal de barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens) como biomaterial para cicatrizagdo de feridas cirdrgicas. O extrato hidroetanélico de
barbatimdo foi obtido por maceracdo dindmica. A concentracdo de fendis totais foi quantificada e sua atividade
antimicrobiana foi avaliada in vitro contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. As membranas foram
preparadas a base de gelatina em solucéo de &cido acético, glicerol e extrato de barbatimdo. Foram confeccionadas
membranas sem e com extrato em diferentes concentragdes (200 mg e 800 mg), cortadas em discos de 12 mm de
didmetro e coradas com fluoresceina. Para experimentacao foram utilizados ratos Wistar, separados em quatros grupos:
I (controle), 1l (membrana sem extrato), I11 (200 mg) e IV (800 mg). Foi realizada ferida cirtrgica de 10 mm de diametro
no dorso dos animais até o alcance da camada muscular. As feridas foram tratadas conforme o desenho experimental.
A membrana sob o ferimento foi monitorada mediante a marcagdo com fluoresceina. A retracdo do didmetro da ferida
foi mensurada apds 7, 14 e 21 dias de experimentagdo. O extrato de barbatimdo apresentou rica concentragdo em
compostos fendlicos e atividade contra S. aureus. A membrana apresentou consisténcia adaptavel a superficie de lesdes
cuténeas, com adesdo superior a 7 dias e inferior a 14 dias. Os resultados apontam que a membrana desenvolvida
apresenta propriedades que favorecem a cicatrizacdo de lesfes cutaneas cirdrgicas mediante o indice de retracdo.
Palavras-chave: Cicatriza¢io; Gelatina; Barbatimio; Procedimento curativo.

Abstract

This study aimed to develop and evaluate gelatin membranes enriched with barbatiméo (Stryphnodendron adstringens)
plant extract as a biomaterial for surgical wound healing. The hydroethanolic extract of barbatimdo was obtained
through dynamic maceration. The concentration of total phenols was quantified, and its antimicrobial activity was
evaluated in vitro against Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. The membranes were prepared based on
gelatin in acetic acid solution, glycerol, and barbatimo extract. Membranes were made without extract and with extract
at different concentrations (200 mg and 800 mg), cut into 12 mm diameter discs, and stained with fluorescein. Wistar
rats were used for experimentation, divided into four groups: | (control), Il (membrane without extract), 111 (200 mg),
and IV (800 mg). A 10mm diameter surgical wound was made on the animals' backs until reaching the muscular layer.
The wounds were treated according to the experimental design. The membrane over the wound was monitored by
fluorescein marking. The wound diameter reduction was measured after 7, 14, and 21 days of experimentation.
Barbatim&o extract showed a rich concentration of phenolic compounds and activity against S. aureus. The membrane
exhibited adaptability to the surface of cutaneous lesions, with adhesion exceeding 7 days and less than 14 days. The
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results indicate that the developed membrane possesses properties that promote the healing of surgical cutaneous lesions
through the retraction index.
Keywords: Healing; Gelatin; Barbatimo; Curative procedure.

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo desarrollar y evaluar membranas de gelatina enriquecidas con extracto vegetal de
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) como biomaterial para la cicatrizacién de heridas quirdrgicas. El extracto
hidroetandlico de barbatimao se obtuvo mediante maceracién dindmica. Se cuantificd la concentracion de fenoles totales
y se evalud su actividad antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Las
membranas se prepararon a base de gelatina en solucion de &cido acético, glicerol y extracto de barbatiméo. Se
confeccionaron membranas sin extracto y con extracto en diferentes concentraciones (200 mg y 800 mg), se cortaron
en discos de 12 mm de didmetro y se tifieron con fluoresceina. Para la experimentacion se utilizaron ratas Wistar,
divididas en cuatro grupos: | (control), Il (membrana sin extracto), Il (200 mg) y IV (800 mg). Se realiz6 una herida
quirurgica de 10 mm de didmetro en el dorso de los animales hasta alcanzar la capa muscular. Las heridas fueron tratadas
segun el disefio experimental. La membrana sobre la herida se monitoriz6 mediante marcaje con fluoresceina. La
retraccion del diametro de la herida se midi6 después de 7, 14 y 21 dias de experimentacion. El extracto de barbatiméo
mostré una rica concentracion de compuestos fenolicos y actividad contra S. aureus. La membrana mostré adaptabilidad
a la superficie de lesiones cutaneas, con una adherencia superior a 7 dias e inferior a 14 dias. Los resultados indican que
la membrana desarrollada posee propiedades que favorecen la cicatrizacion de lesiones cutaneas quirdrgicas mediante
el indice de retraccion.

Palabras clave: Curacion; Gelatina; Barbatimao; Procedimiento curativo.

1. Introducéo

A pele desempenha uma variedade de fungdes vitais, incluindo servir como uma barreira contra a disseca¢do, regular a
temperatura corporal e proteger contra a invasdo de patégenos. Quando danificada, essas fun¢des podem ser comprometidas. Por
essa razéo, foram desenvolvidos diversos tipos de curativos para auxiliar no processo de cicatrizagdo. Esses curativos atuam
como uma barreira protetora, impedindo a contaminacdo bacteriana e absorvendo fluidos exsudativos. Podem consistir em um
Unico produto ou combinar varios principios ativos (Vowden & Vowden, 2017).

Polimeros biocompativeis e biodegradaveis sdo frequentemente utilizados como base para curativos. No entanto, para
serem adequados para uso em feridas, é essencial que sejam flexiveis, duraveis, permedveis ao vapor de agua e capazes de aderir
a matriz tecidual. Além disso, devem criar um ambiente Gmido e proteger a ferida contra infecgdes. Curativos que liberam
agentes na area afetada podem ser uma estratégia eficaz para controlar a inflamacao, prevenir infecgdes e promover a regeneracao
tecidual (Nascimento et al., 2020).

A gelatina, uma forma hidrolisada de colageno, é altamente compativel com os tecidos humanos, devido a sua
semelhanga com a matriz extracelular. Suas propriedades permitem a formagdo de uma membrana biodegradavel que pode ser
naturalmente absorvida (Nascimento et al., 2020).

Membranas que contém moléculas bioativas, como antioxidantes e anti-inflamatorios, tém sido eficazes na redugéo do
tempo de cicatrizagdo. A incorporagdo de produtos naturais nessas membranas tem se mostrado promissora tanto na reducéo da
inflamacdo local quanto na melhoria do processo de cicatrizagdo (Naomi et al., 2021). Estudos demonstraram que feridas tratadas
com membranas contendo extratos vegetais apresentaram uma reagdo de granulagdo favoravel, estimulando a produgdo e
migracdo de fibroblastos e a reepitelizagdo (Basilio, 2018).

O barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), uma espécie da familia Fabaceae, contém principios ativos
comprovadamente cicatrizantes. Pesquisas mostraram seu uso bem-sucedido no tratamento de feridas em pacientes com pé
diabético (Ribeiro et al., 2018).

Considerando as excelentes propriedades do colageno hidrolisado como biomaterial e a atividade cicatrizante do
barbatimao, este estudo teve como objetivo principal desenvolver membranas de gelatina contendo diferentes concentrages do
extrato de S. adstringens para o tratamento de feridas cirurgicas. Para tanto, o extrato foi elaborado e caracterizado quanto ao

teor de compostos fendlicos e atividade antimicrobiana. O potencial cicatrizante das membranas foi analisado em modelo de
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experimentacdo animal.

2. Metodologia
2.1 Obtenc¢do do material vegetal e preparacéo do extrato

As cascas, ramos, folhas e frutos de barbatimao (S. adstringens) foram coletados na zona rural de Santa Rita do Sapucai
- MG (22°17°8.082”S, 45°48°18.174”0) no més de novembro de 2021. As amostras foram transportadas ao Laboratorio de
Botanica e Fitoterapia da Universidade do Vale do Sapucai (Univas, Pouso Alegre, Minhas Gerais). O espécime foi identificado
com base em critérios anatdmicos. Uma exsicata foi depositada com o nimero de tombo UNIVAS-007 no herbario UNIVAS.
As cascas de S. adstringens previamente secas em estufa a 55 °C por 5 dias foram trituradas em moinho de facas para obtencéo
de um material em pé fino e uniforme.

A solucdo extrativa foi obtida através da técnica de extracdo sélido-liquido por agitacdo (maceracdo dinamica). Foi
utilizado 300mL de etanol a 70% e 15g de amostra vegetal. A mistura foi submetida a agita¢cdo mecénica (40 rpm) por 48h em
temperatura ambiente (Figura 1). O extrato obtido foi filtrado em papel-filtro e o solvente eliminado em estufa a 55 °C. Apds

eliminagdo do solvente, o extrato seco resultante foi armazenado em frascos &mbar (Brandéo, 2007).

Figura 1 - Preparacdo do extrato de S. adstringens. A esquerda, o processo de moagem das cascas secas. A direita, agitacio

mecanica da mistura.

Fonte: Autores (2024).

2.2 Quantificacdo dos fendis presentes no extrato

A determinagdo do teor de fenois totais presentes no extrato da S. adstringens foi baseada no método classico de Folin
e Ciocalteau (1927). Para o preparo da solucéo estoque padrdo, 100 mg de acido galico foram pesadas em balanca analitica e
adicionados a um bal&o volumétrico de 100 mL, cujo volume foi completado com &gua destilada. A solucéo foi homogeneizada
e armazenada em frasco ambar sob refrigeracdo. A solugdo de carbonato de sddio (Na2CO3) foi preparada usando 50 g de
Na2CO3 e 100 mL de &gua destilada. A solucdo foi aquecida a 60 °C em micro-ondas para total solubilizacdo, resfriada em

temperatura ambiente, e entdo, o volume foi completado com &gua destilada para 250 mL em baldo volumétrico (concentracdo
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final de 20% m/v). A solucéo foi armazenada em refrigerador.

Para a curva padrao de acido galico foram utilizados setes balGes volumétricos de 100 mL com 50 mL de agua destilada.
Foi transferida uma aliquota diferente da solucédo estoque do fenol (acido galico a 1 mg/mL) para cada baldo, formando uma
curva de concentracdo (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7uL). A preparacdo das amostras foi realizada em triplicata, foram utilizados trés
baldes volumétricos de 100mL com 50mL de agua destilada. Foi transferida aliquotas de 100uL de extrato para cada baldo.

Cada baldo volumétrico preparado (curva e amostra) recebeu uma aliquota de 8 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e
foi agitado por alguns segundos para homogeneizacao da solucdo. No intervalo de 1 a 8 minutos foi acrescido 12 mL da solucédo
de carbonato de sodio a 20%, e em seguida deixou-se reagir em ambiente controlado de luz por 2 horas. Decorrido o tempo, foi
acertado o volume dos baldes com &gua destilada até o menisco (100 mL) e agitado por alguns segundos.

As amostras e curvas foram analisadas via espectrofotometria (Espectrofotémetro BEL® modelo UV-M51) a A de
760 nm. Foram realizadas 3 leituras para cada amostra/curva. Os valores obtidos foram planilhados no Excel para o célculo da
curva-padréo pelo método dos minimos quadrados, viabilizando a determinacéo da concentragdo dos fendis totais presentes nas

solugdes. Os resultados foram expressos em microgramas equivalentes de acido gélico por grama de extrato vegetal (ug EAG/g).

2.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana do extrato pelo método de disco-difuséo

Avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato de S. adstringens. frente as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538 e ATCC 25923) e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) pelo método de disco-difusdo. As cepas bacterianas
foram reativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion). Os indculos bacterianos foram padronizados a 0,5 na escala de
Macfarland por espectrofotometria, equivalente a concentracdo celular de 1,5x108 UFC/mL. Inoculou-se 200 uL das suspensdes
bacterianas em meio MHA (Mueller Hinton Agar). Previamente, discos brancos estéreis foram impregnados com 10 pL do
extrato na concentragdo de 100 mg/mL, apds completa evaporacéo do solvente estes foram inseridos na superficie dos inoculos.
Para o controle positivo, foram utilizados os antibidticos amoxicilina associado ao acido clavulanico (Amox., 30 ug) e a
eritromicina (Eri.,10 pg). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Posteriormente, foram medidos os didmetros dos halos

formados ao redor dos discos para determinacdo da atividade inibitoria do extrato sobre as cepas bacterianas testadas.

2.4 Confeccéo das membranas

A técnica de preparacdo das membranas de gelatina foi adaptada do método utilizado por Nascimento et al. (2020). O
processo consistiu na solubilizagdo de 5g de gelatina PA (Para Analise) em 100 mL de solucéo de 4cido acético a 0,5 M através
de agitacdo manual e aquecimento a 65°C em micro-ondas. Posteriormente, foi adicionado 3,5mL de glicerol e extrato de S.
adstringens dissolvido em 10 mL de alcool etilico 70%. A mistura foi submetida a aquecimento e agitacao até a solubilizacéo
total dos componentes empregados. Foram confeccionadas membranas sem extrato e membranas com diferentes concentragdes
de extrato de barbatimdo (200 e 800 mg/100mL) (Figura 2). As misturas gelatinosas foram vertidas em placas de Petri para
polimerizagdo em temperatura ambiente. Apds 24 horas, foram colocadas em refrigerador por 5 dias para remo¢do do excesso
de umidade.
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Figura 2 — Preparag&o das membranas de gelatina sem e com o extrato de barbatim&o. A esquerda, a mistura dos constituintes,

e a direita, a polimerizacdo em placas de Petri.

Fonte: Autores (2024).

2.5 Teste de intumescimento da membrana

Para o teste de intumescimento foram utilizadas cinco membranas sem extrato e cinco membranas com extrato de S.
adstringens, com aproximadamente mesma massa, previamente pesadas. Foi utilizada a metodologia proposta por Mohamed et
al. (2011), em que as pesagens das membranas imersas foram realizadas ap6s a remogao do excesso de solucdo aprisionada na
malha. As membranas foram imersas em agua destilada e retiradas em intervalos de tempo pré-determinados (15min, 30min,
45min e 60min) para pesagem (Figura 3). O fluido acumulado na superficie foi removido com auxilio de papel de filtro antes de
cada pesagem. O grau de intumescimento (GI) das membranas foi calculado conforme a equacdo [GI (%) = 100*(MI — MS)/MS],

onde, MI é a massa da membrana intumescida em cada intervalo de tempo, e MS é a massa seca antes do intumescimento.

Figura 3 — Teste de intumescimento das membranas com e sem extrato de S. adstringens.

Fonte: Autores (2024).

2.6 Esterilizacéo e coloracdo das membranas

Para esterilizacdo, as placas com membranas foram submetidas a banhos de radiagéo ultravioleta por 15 minutos em
ambiente asséptico de fluxo laminar antes e apds o processo de polimerizacdo e desumidificacdo. Posteriormente, as membranas
foram cortadas em discos de 12 mm de didmetro e coradas com 100 pL de fluoresceina a 2% (solucéo aquosa) (Figura 4). Ao

final do processo as membranas foram novamente esterilizadas sob luz ultravioleta.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i4.45428

Research, Society and Development, v. 13, n. 4, 1513445428, 2024
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i4.45428

Figura 4 - Membrana com extrato cortada em discos de 12 mm de didmetro e coradas com fluoresceina.

Fonte: Autores (2024).

2.7 Avaliacao da atividade sobre a cicatrizacio de feridas

O ensaio de cicatrizacdo de feridas foi adaptado a partir do método utilizado por Nascimento et al. (2020). Para avaliagao
do efeito da membrana sobre o processo de cicatrizagdo foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), adultos
com idade e peso aproximado de 120 dias e 300 gramas, respectivamente. Os animais foram separados aleatoriamente em quatros
grupos de cinco individuos: Grupo I - animais com ferida sem membrana; Grupo Il - animais com ferida coberta com membrana
sem extrato; Grupo Il - animais com ferida coberta por membrana com extrato de S. adstringens em concentracdo
200 mg/100 mL; Grupo IV — animais com ferida coberta por membrana com extrato de S. adstringens em concentracdo
800 mg/100 mL.

Para confeccéo das feridas, os animais foram anestesiados com dose de 0,3 mL/0,1 Kg da associagdo anestésica de
Ketamina (50mg) e Xilazina 2% (20mg) por via intramuscular. Apés a perda postural do animal pela anestesia, uma area
quadrangular de 4 x 4 cm do dorso do animal foi depilada manualmente. A area foi limpa com solucgdo salina a 0,9% e
desinfectada por assepsia com clorexidina alco6lica a 0,5%. Realizou-se uma ferida cirdrgica circular de 10 mm de didmetro no
local com auxilio de punch de aco inoxidavel. A profundidade da incisdo foi até o alcance da camada muscular abaixo da
hipoderme, com a retirada do paniculo carnoso superior (Figura 5).

Figura 5 — Confecgdo de ferida dorsal para experimentacdo. A esquerda, depilacio de area dorsal, e a direita, elaboracio da
ferida cutanea.

Fonte: Autores (2024).

Apos a confecgdo das feridas, os animais foram tratados conforme o desenho experimental. Os animais do grupo | ndo

receberam curativo e tiveram suas feridas mantidas abertas. Os individuos do grupo Il receberam membranas sem o extrato
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vegetal (0 mg). Do grupo 111, receberam membranas com menor concentracdo de extrato de S. adstringens (200 mg). No grupo
IV, os animais foram tratados utilizando membranas com maior concentracdo extrato de S. adstringens (800 mg). Ap6s o
procedimento, todos receberam inje¢do subcuténea de dipirona (500 mg) e foram alocados individualmente em gaiolas.

A presenca da membrana sobre o ferimento foi monitorada mediante a marcacdo com fluoresceina, que possibilitou sua
deteccdo sob luz UV. Para avaliacdo da retracdo das feridas, o didmetro de cada lesdo foi mensurado apds 7, 14 e 21 dias de
experimentacdo com auxilio de um paquimetro apds a desbridamento da ferida com gaze e soro fisiolégico. Com 7 dias, as
membranas foram substituidas por outras de mesma concentracdo de extrato.

A area da ferida foi calculada pela formula [A = n*r?]. O indice de retracdo foi obtido pela razdo da diferenca entre a
area final (As) e inicial (Ai) da lesdo pela prépria area inicial: [%R = (Ai — Ar) / Ai*100]. Os dados foram avaliados
estatisticamente para determinacéo da diferenca entre os grupos e avaliacdo do efeito das membranas sobre o processo de
cicatrizagdo.

Com os dados tabulados no Microsoft Excel 365 e submetidos a analise estatistica, as varidveis quantitativas foram
classificadas através de medidas de tendéncia central e para varidveis categoricas, frequéncia absoluta e relativa. A andlise dos
dados foi feita com os programas Minitab (Minitab Inc., State College, PA, USA, versdo 19.1) e SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences Inc., Chicago, USA, verséo 26.0). O nivel de significancia utilizado como critério de aceitagdo ou rejeicao
nos testes estatisticos é de 5% (p < 0,05). Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo quando varidveis em

distribuicdo normal. Os testes t-student e Anova foram utilizados para as comparages estatistica das varidveis paramétricas.

3. Resultados e Discussao

3.1 Concentracdo de fendis presentes no extrato

O teor de compostos fendlicos do extrato de S. adstringens foi obtido pelo método de Folin-Ciocalteau. Através da
curva padrdo do &cido gélico, foi possivel obter um gréfico linear e extrair a equagdo da reta. Os valores de transmitancia das
amostras do extrato foram convertidos em concentracdo de compostos fenolicos totais, através da equacédo da curva analitica [C
= 57974*T - 0,1748], onde C (concentracao) e T (transmitancia). Para tanto, a média da leitura das absorbancias das amostras
do extrato de barbatimao foram substituidas na equac&o, sendo obtido os valores de 7,814 pg/mL, 7,843 pg/mL, e 7,761 pg/mL,
para as amostras A, B, e C, respectivamente. Portanto, observa-se que o extrato avaliado apresentou alta concentracao fendlica.

A planta S. adstringens constitui-se uma valiosa fonte de moléculas bioativas com grande aplicabilidade, seus 6rgédos
sdo ricos em compostos fendélicos, havendo predominéncia de compostos tanicos hidrolisveis em suas cascas e flavonoides e
taninos condensaveis em suas folhas e ramos jovens (Lima et al, 2006).

Os flavonoides estdo relacionados a uma grande variedade de atividades bioldgicas, como agdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antitumoral, antialérgica, antiviral e outras (Flambo, 2013). A aplicacdo dos taninos estd relacionada,
principalmente, com suas propriedades adstringentes, resultado de sua capacidade de se complexarem a proteinas. Por via
externa, os taninos impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as subjacentes. Em feridas
cutaneas, os taninos formam uma camada protetora sobre os tecidos lesionados que permite o processo de reparo. Ao precipitar

proteinas, os taninos também propiciam um efeito antimicrobiano e antifingico (Monteiro, et al. 2005).

3.2 Atividade antimicrobiana do extrato

Neste estudo, o extrato hidroetandlico da casca de S. adstringens apresentou satisfatoria atividade inibitoria frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Figura 6), assim como no trabalho de Fernandes (2020) e Pinho et al. (2012). Segundo
Pinho (2012), os extratos obtidos da S. adstringens contém metabolitos secundarios com potencial antimicrobiano, capaz de

inibir o crescimento de cepas de S. aureus.
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Figura 6 - Placa MHA inoculada com S. aureus ATCC 6538. Presenca de alo inibitorio ao redor do disco-difusdo com extrato
S. adstringens.

Fonte: Autores (2024).

De acordo com Costa et al. (2011), os polifendis (acidos fendlicos, cumarinas, taninos, flavonoides etc.) além de atuarem
como captadores de radicais oxidantes, agem como como agentes antimicrobianos ao se complexarem com polissacarideos e

peptideos. Para o0 ensaio microbiano, o extrato ndo apresentou atividade inibitoria frente Streptococcus pyogenes (Tabela 1).

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana do extrato hidroetanélico de S. adstringens e controles sobre as cepas testadas.

Cepa bacteriana Extrato de S. Eritromicina Amoxicilina + Acido
adstringens Clavulanico
S. aureus ATCC 6538 11,16 £ 0,763 mm 17,6 £ 1,892 mm 25,33 £2,020 mm
S. aureus ATCC 25923 12,66 £ 0,577 mm 22 +£2,020 mm 29,83 £ 1,607 mm
S. pyogenes ATCC 19615 0,0mm 6,0 +5,196 mm 28,6 £ 0,577 mm

Fonte: Autores (2024).

3.3 Propriedades mecanicas da membrana

As propriedades mecanicas sdo amplamente reconhecidas como parametros criticos na analise de membranas, pois
exercem influéncia direta em sua utilidade. Isso se deve ao fato de que tais caracteristicas definem o comportamento das
membranas diante das forcas mecanicas externas, desempenhando um papel fundamental em sua eficacia e desempenho. A
identificacdo quanto & adequacéo de uso de uma membrana é determinada pelas caracteristicas de flexibilidade, resisténcia a
tracdo e alongamento adequados (Alves, 2018).

A partir dos procedimentos adotados para a preparacdo da membrana de gelatina-glicerol foi possivel a obtencdo de um
material com consisténcia semissolida e flexivel, de modo que possa ser adaptavel a superficie de lesGes cutaneas. As mesmas
caracteristicas foram observadas nas membranas preparadas sem o extrato de barbatimdo, quanto aquelas que receberam

diferentes quantidades do extrato vegetal (200mg e 800mg) (Figura 7).
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Figura 7 - Membranas com propriedades mecanicas (flexibilidade e resisténcias) ideais para adaptagdo na superficie de lesGes

cutaneas. A esquerda, membrana com extrato de S. adstringens, e a direita, membrana sem extrato.

Fonte: Autores (2024).

3.4 Capacidade de intumescimento da membrana

O intumescimento é descrito como o0 aumento do volume do polimero quando imerso em um determinado solvente, ou
também pode ser determinado a partir da quantidade da massa do fluido absorvida pelo polimero em relagdo a sua massa inicial
(Campos et al., 2005).

O teste de intumescimento é importante para verificar se 0 material utilizado apresenta estabilidade estrutural durante o
periodo necessario a formacao do novo tecido de regeneracdo. A capacidade de intumescimento é uma importante caracteristica
de materiais para serem aplicados em regeneragdo cutanea devido a capacidade de absorver o exsudato produzido pelo ferimento
e manter o local imido (Alves, 2018). Contudo, elevadas taxas de absor¢do podem trazer consequéncias indesejaveis, uma vez
que podem ocasionar a reducdo da estabilidade estrutural do polimero, além da acelerada degradacdo e ataque de
microorganismos indesejaveis (Santos et al., 2018).

O intumescimento em polimeros depende relativamente da difusdo do penetrante e equilibrio da matriz polimérica. A
adsorcdo fisica do penetrante sobre a superficie satura as moléculas sujeitas & migragdo para a matriz, associando-se aos grupos
polares intermoleculares. Essa associagdo leva a solvatagdo dos grupos iénicos que enfraquece as ligacbes de hidrogénio, o que
provoca uma expansao entre as cadeias e 0s espagos na matriz, que favorecem a infiltracdo de 4gua e demais moléculas movidas
por forcas polares associadas a mecanismos de capilaridade (Assis, 2010).

No Gréfico 1, observa-se que as membranas com extrato de S.adstrigens apresentaram um intumescimento de 126,11%
apos 1 hora de imersdo em agua destilada, ao passo que as membranas sem extrato apresentaram grau de intumescimento de
177,68% apds o mesmo periodo. Percebeu-se ainda, que as membranas intumesceram por 1 hora sem apresentar degradacao ou
perda de massa para a solugdo.

De acordo com Assis e Albertini (2009) o baixo indice de intumescimento das membranas com extrato promove uma
umidade em longo prazo e diminui o risco de ruptura dessas membranas. Quando utilizadas como coberturas de feridas,

considera-se essa condicao favoravel ao microambiente da ferida.
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Grafico 1 - Médias de intumescimento das membranas com extrato e sem extrato (15min-60min).

200 177,68
B 157.9 165,18
o=
“5‘ 150 124,03 126,11
= - -
a
E 100
]
=
= 50
2
=
o
0 15 30 45 60

Tempo de imersdo (min)

sl lemibrana com extrato sl [lembrana sem extrato

Fonte: Autores (2024).

3.5 Adesao das membranas sobre as feridas

Durante a experimentacdo animal, a adesdo da membrana sobre as feridas foi acompanhada mediante a marcag¢éo com
fluoresceina (Figura 8). Apds a primeira semana, ainda foi possivel observar a presenca da membrana nas feridas, embora
estivesse envolta por material bioldgico proprio da ferida. Antes do procedimento de desbridamento, a membrana foi evidenciada

pois ainda apresentava caracteristicas de fluorescéncia. Ao final da segunda semana, as membranas nao foram observadas nos
animais, pois o processo de cicatriza¢ao ja estava evoluido.

Figura 8 - Membrana com extrato com boa adesdo a ferida cirdrgica de animal do grupo |11 ao 4° dia, e do grupo 1V ao 10° dia
de experimentagdo, respectivamente.

Fonte: Autores (2024).

3.6 Avaliacdo do indice de retracdo da ferida

Diversos estudos tém demostrado que um dos principais pardmetros para se analisar a celeridade e a qualidade do
processo cicatricial € o indice de retracdo da ferida (Albuquerque-Janior et al., 2009; Almeida et al., 2018; Alves, 2018).

Ao final das trés semanas de experimentacdo, todos os animais apresentaram cicatrizacdo completa. Como resultado, o
diametro das lesbes foi medido apenas ap0s a primeira e segunda semana. Para fins de analise quantitativa, foi atribuido um
valor de zero para o diametro de todas as lesdes apds 21 dias. Visualmente, notou-se que 0s animais do grupo controle (sem

membrana) apresentaram uma retracdo menor, embora nao tenha sido observada nenhuma diferenca evidente entre as diferentes
membranas (Figura 9).
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Figura 9 - Fotografias dos aspectos das feridas dérmicas durante a debridagdo e substituicdo de membrana de mesma
concentragdo para avaliagdo do indice de retragdo dos grupos: Grupo | - Controle (individuo 1); Grupo Il — Membrana
sem extrato (individuo 2); Grupo Il — Membrana com extrato (200mg) (individuo 2), Grupo IV — Membrana com
extrato (800mg) (individuo 3), nos tempos de 7 e 14 dias de confeccéo da ferida.

Controle Sem extrato Com extrato (200mg) Com extrato (800mg)

Dia 7

Dia 14

Fonte: Autores (2022).

Apos a analise estatistica, foi constatado que, apds 7 dias, a média do indice de retragdo das feridas é estatisticamente
equivalente entre os grupos (Tabela 2). No entanto, ap6s 14 dias, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre
o grupo | (controle) e o grupo 1l (membrana sem extrato) (p=0,006), bem como entre o grupo | e o grupo 1V (800mg) (p=0,008).
Né&o foram identificadas diferencas entre os grupos | e 111 (200 mg) (p=0,079).

Tabela 2 - Retracéo das feridas cirtrgicas dos grupos durante o periodo experimental (valores de média e desvio médio).

Diametro da ferida Indice de retracéo
Grupos (mm) (%)
0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 14 dias
| - Controle 10,8 £ 064 7+1.2 2,77 £0,37 - 93,4 £1,22
I - Membrana sem extrato 11,6 +0,48 6,8 +0,32 1,86 +0,52* - 97,2 £1,54*
111 - Membrana com extrato (200mg) 11,2 £0,32 6,4 £0,48 2,09 £0,73 - 96 +2,7
1V - Membrana com extrato (800mg) 11404 6,8 +0,96 1,87 +0,46* - 96,9 £1,2*
Probabilidade de significancia (valor-p) p>0,05 p>0,05 p<0,05 - p<0,05

Fonte: Autores (2022).

Estes resultados sugerem que a membrana de gelatina com e sem extrato de barbatimdo podem apresentar potencial na
cicatrizacdo de feridas. Desta forma, os achados corroboram que a gelatina apresenta potencial como biomaterial para o
desenvolvimento de novos curativos (Naomi et al., 2021). Os efeitos de maior cicatrizacdo evidenciados nos animais tratados
com a membrana com maior concentragao de extrato (800mg) também aponta o evidente potencial cicatrizante do barbatiméo,

especialmente pela rica composicdo em taninos (Nascimento et al., 2021). Este modelo adere a outros estudos que avaliaram a
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aplicacdo de curativos de gelatina associados a compostos bioativos de plantas com potencial cicatrizante (Gaspar-Pintiliescu et
al., 2019).

4. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos por meio deste estudo apontam que a membrana desenvolvida a partir de gelatina e glicerol
apresenta propriedades que favorecem a cicatrizagao de lesdes cutaneas cirtrgicas, e, portanto, é um produto de carater inovador.
O extrato de barbatiméo indicou a presenca de compostos fendlico de atividade antimicrobiana frente a cepa de S. aureus. A
adicdo do extrato de barbatimédo ndo alterou as propriedades mecanicas (flexibilidade e resisténcia) da membrana de gelatina e
glicerol, mas reduziu o grau de intumescimento da membrana, concedendo uma caracteristica importante no que versa a diminuir
a proliferacdo de microrganismos indesejaveis na area da lesao.

Os resultados desta pesquisa sugerem que a membrana elaborada a partir de gelatina e glicerol apresenta propriedades
vantajosas para facilitar a cicatrizacéo de feridas cirdrgicas na pele. Quanto a inclusdo do extrato de barbatim&o, os resultados
indicam uma leve melhora no processo de cicatrizacdo, embora ndo sejam conclusivos. Portanto, sdo necessarios mais estudos
experimentais para elucidar completamente o potencial cicatrizante da membrana enriquecida com o extrato de barbatiméo,
considerando que esta planta medicinal demonstrou ter um efeito comprovado nesse aspecto.

Novos estudos podem ser realizados a fim de avaliar o efeito de membranas com concentracfes diferentes de extrato
das quais foram aqui testadas. Também ¢é interessante observar experimentalmente o efeito da membrana bioativa enriquecida
com extrato de barbatimdo sobre feridas de dimensGes maiores e outras lesdes. A atividade antimicrobiana do extrato
demonstrada nesta pesquisa aponta para o potencial da membrana na inibi¢&o do crescimento de microrganismos, e portanto, seu

efeito sobre a evolucdo de feridas experimentalmente infectadas deve ser investigado.
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