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RESUMO

Residuos de frutas e vegetais representam uma fonte promissora para a producdo de
filmes poliméricos funcionais, alinhando-se a necessidade urgente de substituir
polimeros a base de petréleo devido a seus impactos ambientais e limitada
sustentabilidade. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um
filme biopolimérico antimicrobiano derivado do mesocarpo da melancia contendo
clorexidina na forma de digluconato (M-CXD), com aplicabilidade para revestimento de
superficies 2D e dispositivos médicos. O processo de producdo envolveu etapas
hidrotérmicas e casting, seguido de caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura, anlise
térmica, propriedades de barreira a 4gua, capacidade de manuseio de fluidos, angulo de
contato, cinética de liberacdo de farmacos, propriedades mecanicas, além de testes
antibacterianos, citotoxicos e mutagénicos. Os filmes M-CXD apresentaram
propriedades fisico-quimicas promissoras, auséncia de atividade mutagénica pelo teste
de Ames e atividade antibacteriana com zonas de inibicdo de crescimento bacteriano ao
redor dos filmes M-CHX de 22,0 + 1,0 mm para Staphylococcus aureus, 15,3 + 1,5 mm
para Pseudomonas aeruginosa e 17,3 = 0,7 mm para Escherichia coli, potencial que foi
confirmado por ensaios de microdiluicdo. No entanto, foi observada citotoxicidade
significativa em monocamadas de células e modelos tridimensionais, com reducdo da
viabilidade celular em concentracGes de eluatos a partir de 6,25% nos ensaios 2D e
12,5% nos ensaios 3D. Além disso, os ensaios Cometa e de Micronucleos evidenciaram
danos ao DNA e aumento significativo na frequéncia de micronlicleos em
queratindcitos (células HaCaT) expostos as concentracfes de 6,25% e 12,5% de eluato.
Embora os filmes M-CXD demonstrem elevado potencial antimicrobiano, seus efeitos
citotoxicos e genotoxicos destacam a necessidade de cautela no uso direto sobre a pele.
Assim, os resultados obtidos indicam que esses biopolimeros sdo promissores para
aplicacbes extracorpéreas que demandam inibicdo do crescimento microbiano,
contribuindo para a crescente demanda por materiais sustentaveis e de alto desempenho.

Palavras-chave: Mesocarpo de melancia; filme de superficie antimicrobiana; materiais
a base de biopolimero; citotoxicidade; genotoxicidade.
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ABSTRACT

Fruit and vegetable residues represent a promising source for the production of
functional polymeric films, addressing the urgent need to replace petroleum-based
polymers due to their environmental impact and limited sustainability. In this context,
the present study aimed to develop an antimicrobial biopolymer film derived from
watermelon mesocarp containing chlorhexidine digluconate (M-CXD), with
applicability for coating 2D surfaces and medical devices. The production process
involved hydrothermal and casting steps, followed by characterization through Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy, thermal
analysis, water barrier properties, fluid handling capacity, contact angle, drug release
kinetics, mechanical properties, and antibacterial, cytotoxic, and mutagenic tests. The
M-CXD films exhibited promising physicochemical properties, absence of mutagenic
activity in the Ames test, and antibacterial activity, with bacterial growth inhibition
zones of 22.0 + 1.0 mm for Staphylococcus aureus, 15.3 = 1.5 mm for Pseudomonas
aeruginosa, and 17.3 + 0.7 mm for Escherichia coli, which was confirmed by
microdilution assays. However, significant cytotoxicity was observed in cell
monolayers and three-dimensional models, with reduced cell viability at eluate
concentrations starting from 6.25% in 2D assays and 12.5% in 3D assays. Additionally,
the Comet and Micronucleus assays revealed DNA damage and a significant increase in
micronucleus frequency in keratinocytes (HaCaT cells) exposed to eluate concentrations
of 6.25% and 12.5%. Although M-CXD films demonstrate high antimicrobial potential,
their cytotoxic and genotoxic effects highlight the need for caution in direct skin
applications. Thus, the results indicate that these biopolymers are promising for
extracorporeal applications requiring microbial growth inhibition, contributing to the
growing demand for sustainable and high-performance materials.

Keywords: Watermelon mesocarp; antimicrobial surface film; biopolymer-based
materials; cytotoxicity; genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A clorexidina (CXD), na forma de digluconato, acetato ou cloridrato, é a
principal forma de antisseptico da classe das biguanidas. A CXD é um biguanideo
catidnico desenvolvido no Reino Unido na década de 1940, e todas as suas formas sdo
solliveis em agua (Abbood et al., 2023). E amplamente utilizado como um antisséptico e
agente antimicrobiano de amplo espectro contra bactérias, fungos e certos protozoarios
para desinfeccdo em ambientes clinicos, abrangendo desinfeccdo de superficies, pele e
tecidos mucosos (Wei et al., 2019; Facciola et al., 2019; Deus; Ouanounou, 2022).
Estudos também relataram as aplicacdes da CXD para banhos, curativos e impregnacgao
de dispositivos médicos, como cateteres (Wei et al., 2019; Abbood et al., 2023). Além
disso, a CXD tem ampla aplicagdo na odontologia, sendo comparada com outros
agentes contra gengivite e utilizada no tratamento de doencas periodontais como
enxaguante bucal e pasta de dentes, além de géis, vernizes e sprays. Sua eficacia pode
ser atribuida aos seus efeitos bactericidas e bacteriostaticos, dependendo da
concentracdo, e a sua substantividade na cavidade oral (Jones, 2000; Thangavelu et al.,
2020; Brookes et al., 2020; Deus; Ouanounou, 2022; Abbood et al., 2023).

A carga negativa em certas superficies biol6gicas, como o estrato corneo e na
maioria das superficies orais, incluindo membranas mucosas, dentes e glicoproteinas
salivares, facilita a aderéncia eficaz das moléculas de CXD devido a sua natureza
catibnica. Essa aderéncia permite a substantividade da CXD, caracterizada pela sua
capacidade de permanecer ligada em sua forma ativa, atuando como um reservatorio e
prolongando seu efeito bactericida (Macias et al., 2013; Deus; Ouanounou, 2022).

Em relacdo ao potencial antibacteriano, devido as suas propriedades

hidrofobicas e lipofilicas, a carga positiva da CXD interage com as superficies das
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células bacterianas carregadas negativamente, que contém grupos fosfato e sulfato
(membranas celulares bacterianas). Ela penetra através da parede celular bacteriana por
difusdo passiva e compromete a barreira de permeacdo na membrana celular bacteriana.
Consequentemente, o fluxo de moléculas de baixo peso molecular e componentes
enzimas associadas a membrana citoplasmatica. Nesse ponto, a CXD exibe atividade
bacteriostatica, que pode ser revertida ap6s a remocdo. No entanto, uma concentragdo
sustentada ou elevada de CXD ao longo do tempo leva a danos celulares irreversiveis e
acdo bactericida. Durante a fase bactericida, ocorre a coagulacdo e precipitagdo
citoplasmatica por meio da formacgdo de complexos com compostos fosforilados, como
o trifosfato de adenosina e acidos nucleicos (Wei et al., 2019; Deus; Ouanounou, 2022;
Facciola et al., 2019). Esse processo atinge o efeito maximo em 20 segundos, seguido
por um efeito residual que impede o crescimento microbiano. Sua eficicia é mantida
mesmo em concentragdes baixas (Deus; Ouanounou, 2022).

Embora o impacto substantivo da CXD tenha sido demonstrado principalmente
na pele e na endodontia, o efeito residual € uma caracteristica dos antissépticos. Alvarez
et al., (2016) mostrou que a CXD pode inibir a recontamina¢do das membranas de
estetoscopios, ajudando potencialmente na prevencao de infeccBes cruzadas. Hong et al.
(2013) demonstrou a atividade residual desinfetante da CXD-alcool por até 24 horas em
conectores sem agulha.

Dado que as infec¢des associadas a cuidados de saude (IACS) representam uma
preocupacdo significativa para a saude publica global (Facciola et al., 2019), a
importancia do ambiente hospitalar foi recentemente reavaliada nos esforcos de
prevencdo e controle de infeccdes (Peters et al., 2022), o que pode aumentar a

morbidade, prolongar a permanéncia hospitalar e representar um grande 6nus financeiro
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para os sistemas de salde (Bryant et al., 2022; Peters et al., 2022). Esta bem
documentado que os principais agentes etioldgicos das infec¢bes associadas a cuidados
de saude podem persistir por meses ou até anos em superficies ambientais, servindo
como reservatorios eficientes (Alvarez et al., 2016).

As IACS abrangem infeccbes que ocorrem em ambientes de internacdo ou
ambulatoriais dentro de 48 horas ap6s a hospitalizacdo, 30 dias apds receber cuidados
de saude ou até 90 dias ap0s certos procedimentos cirdrgicos. As populagdes mais
vulneraveis sdo pacientes imunocomprometidos, como aqueles em tratamento de
transplante ou quimioterapia, neonatos e pacientes gravemente enfermos em unidades
de queimados ou unidades de terapia intensiva (Liu; Dickter, 2020; Lemiech-Mirowska
etal., 2021).

Os esforgos para reduzir a propagacdo de microrganismos patogénicos em
hospitais envolvem estratégias abrangentes, reconhecendo o papel das superficies
contaminadas e das maos dos profissionais de saude na transmissdo (Facciola et al.,
2019; Lemiech-Mirowska et al., 2021; Weber et al., 2023).

Além dos métodos convencionais de limpeza, as tecnologias atuais de
superficies antimicrobianas em ambientes de salde adotam estratégias para prevenir ou
reduzir a contaminagdo microbiana, como a incorporacéo de biocidas para liberacéo ou
morte dependente de contato, abordagens antiaderentes ou uma combinacdo de ambas
(Bryant et al., 2022).

Nanoparticulas e compostos metalicos, como prata, cobre, ouro, zinco, titanio e
aluminio, além de nanomateriais ndo metalicos, como grafeno, nanotubos de carbono,
silica e quitosana, tém demonstrado grande potencial em terapias antimicrobianas. Esses
nanomateriais podem atuar de diferentes maneiras, incluindo a geracdo de espécies

reativas de oxigénio, a liberacdo de ions com acdo antimicrobiana ou a participagdo em
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reacbes bioquimicas especificas. Além disso, superficies com nanotopografias
modificadas tornam-se fisicamente hostis as bactérias, promovendo sua destruicdo por
meio de danos biomecénicos. Apesar de suas amplas possibilidades de aplicacdo na
engenharia médica, ainda existem preocupacdes relevantes relacionadas a seguranga
desses materiais, principalmente no que diz respeito a toxicidade e aos possiveis efeitos
de longo prazo, o que representa um desafio em ambientes de saide (Reshma et al.,
2017; Butler et al., 2023).

Diante do exposto, produzimos um filme de superficie com atividade
antimicrobiana utilizando biopolimeros obtidos do mesocarpo da melancia contendo
CXD na forma de digluconato (M-CXD). Os revestimentos obtidos podem ser aplicados
em superficies 2D e dispositivos médicos para hospitais e instalacbes de saude. Os
filmes foram produzidos sem plastificantes, sdo flexiveis, uniformes e faceis de

processar.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir, caracterizar e avaliar filmes biopoliméricos com potencial
antimicrobiano utilizando o mesocarpo da melancia (M) e digluconato de clorexidina
(M-CXD), com potencial aplicacdo para revestimento de superficies 2D e dispositivos

médicos.

2.2 Objetivos especificos
- Caracterizar os filmes M e M-CXD com base em diferentes analises, incluindo
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura, perfil de estabilidade térmica, propriedades de barreira a 4gua,
capacidade de manuseio de fluidos, angulo de contato, liberacdo de farmacos e
propriedades mecanicas.
- Determinar a atividade antimicrobiana dos filmes M e M-CXD frente & bactéria Gram
positiva Staphylococcus aureus e as bactérias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli;
- Avaliar a viabilidade celular das linhagens HaCaT, ap0s o tratamento com diferentes
concentracdes dos eluatos dos filmes M e M-CXD em monocamadas de células e em
modelos celulares tridimensionais;
- Avaliar a atividade genotoxica dos filmes M e M-CXD, por meio do teste do cometa;
- Avaliar a atividade mutagénica dos filmes M e M-CXD, em nivel cromossdmico e
génico, por meio do ensaio do micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese e ensaio
de mutacdo génica reversa com Salmonella Typhimurium (teste de ames),

respectivamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. Producdo de filmes poliméricos derivados do mesocarpo de melancia contendo

clorexidina (M-CXD)

Os filmes M-CXD foram preparados a partir do puré do mesocarpo (parte
branca) da melancia (Citrullus lanatus, var. Crimson Sweet) através de um processo
ecologico, sem plastificantes e solventes organicos, utilizando etapas hidrotérmicas e
casting (Dias et al., 2020). Resumidamente, apds lavagem e sanitizacdo, o mesocarpo da
melancia foi autoclavado a 121°C sob uma pressdéo de 1,2 Kkgf/lcm? por
aproximadamente 30 minutos. Em seguida, a polpa resfriada foi processada usando um
dispersor Ultra Turrax (IKA T18) por 10 minutos a 7.000 rpm. Ap0s obter a massa seca
usando uma balanca de infravermelho, a polpa foi diluida em agua MilliQ até alcancar
uma concentracdo de 1% (m/v). A CXD (digluconato) (2% m/v) foi adicionada a uma
proporcdo de 1 puL por grama de polpa imida de mesocarpo de melancia contendo 1%
de massa seca e misturada por 5 minutos a 400 rpm. Toda a mistura (30 g) foi entdo
despejada em uma placa de Petri (Kasvi, 80x15 mm) e seca em uma capela de fluxo
laminar a temperatura ambiente com circulacdo de ar até que os filmes se
desprendessem. Filmes controle foram preparados seguindo o mesmo procedimento
descrito para os filmes M-CXD, com a Unica diferenca de que a CXD ndo foi
incorporada. Esses filmes, nomeados filmes M, foram utilizados para comparacGes

subsequentes.
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3. 2. Caracterizacao dos filmes biopoliméricos

3.2.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos quimicos dos filmes M-CXD foram identificados usando FTIR no
modo de reflectancia total atenuada (ATR) com um espectrometro Hyperion 2000
(Bruker, Alemanha). Os espectros foram registrados de 4000 a 400 cm™ com 32

varreduras a uma resolucao de 4 cm™.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os filmes M-CXD foram analisados morfologicamente usando MEV (JEOL
JSM-IT500HR, Musashino, Téquio, Japdo). Para esta analise, os filmes foram
fraturados em nitrogénio liquido, e as condi¢cdes experimentais foram ajustadas para 20
kV com modo de elétrons retroespalhados secundarios. Os filmes foram revestidos com

carbono para aumentar a densidade eletronica do material.

3.2.3 Analise térmica

O Comportamento térmico dos filmes M-CXD foi registrado usando um
analisador térmico SDT Q600 Simultaneous DSC-TGA (TA Instruments, New Castle,
DE, EUA) em uma atmosfera de nitrogénio, com uma taxa de aquecimento de 10

°C/min de ambiente até 600 °C.

3.2.4 Propriedades de Barreira

Os parametros analisados foram o coeficiente de permeabilidade (a), a taxa de

transmisséo de vapor d'agua (TTVA) e a permeabilidade ao vapor d'agua (PVA). Para a
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determinacdo da TTVA, frascos contendo 5 g de CaCl: anidro foram selados com
amostras circulares dos filmes (didmetro = 15 mm) e submersos em um reator contendo
uma solugdo aquosa de NaCl a 30 + 2 °C por 8 horas. A TTVA foi calculada de hora em
hora usando a equagao (1), onde o representa a massa de umidade permeada (gh™') e A

¢ a area da amostra (m2).

a
TTVA=+ (1)
A PVA foi calculada seguindo um método de copo gravimétrico modificado
com base na norma ASTM E96M-16 (Dias et al., 2016), considerando a espessura do
filme (e) e as condi¢des de umidade relativa (UR, aproximadamente 75%) e pressao de

vapor (P,: 31,824 mmHg) (McHugh et al., 1993), conforme mostrado na equacéo (2):

PVA = 100XTTVAXe @)
PyxUR

A capacidade de manuseio de fluidos (CMF) foi determinada pela absorvéncia
(ABS) e pela taxa de transmissao de vapor de umidade (TTVU), avaliadas usando copos
Paddington modificados de acordo com a norma EN 13726-1. Os filmes foram
colocados nos copos, e uma solucao salina (20 mL) foi adicionada. Apds 24 horas a 37
°C, os copos foram pesados para calcular a TTVU (equacéo 3) e a ABS (Equacéo 4),

com a CMF calculada como a soma da TTVU e da ABS (Equagéo 5).

TTVU = ) 3)

tempoxarea do filme
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(Y3}

onde “x” ¢ o peso do copo Paddington com o filme e a solugdo salina (conjunto), e “y” é

0 peso do conjunto ap6s permanecer invertido dentro da camara climatica por 24 horas.

(b—a)
tempoxarea do filme

ABS = (4)

onde “a” é o peso do copo Paddington com o filme, ¢ “b” é 0 peso do conjunto apds a

remocao da solucdo salina.

CMF =TTVU + ABS (5)

3.2.5 Medicéo do angulo de contato aparente

A molhabilidade dos filmes M-CXD foi determinada utilizando um goniémetro
(modelo 260 F4, Ramé-Hart, Succasunna, NJ, EUA). O experimento foi realizado em
modo estatico, empregando agua destilada como liquido de referéncia. As medicbes
foram processadas automaticamente pelo software DROPimage Advanced V2.7 e 0s
resultados foram expressos como a média e desvio padrdo de nove diferentes medicoes
apos a deposicdo da goticula de agua sobre a superficie dos filmes. O experimento foi

realizado em triplicata.

3.2.6 Liberacéo de CXD

Os testes de liberacdo de CXD foram realizados utilizando filmes de M-CXD
com dimens@es de 4 x 4 cm (0,21 g). As amostras foram submetidas a agitagdo em um
dissolutor Ethik modelo 299-1D, com 400 mL de PBS (pH 7,4) como meio receptor,
mantido a 37 °C. Aliquotas de 1 mL foram coletadas em intervalos regulares ao longo

de 2880 minutos e analisadas por espectrofotometria UV-Vis. Os experimentos foram
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realizados em triplicata, e os dados obtidos foram avaliados utilizando os modelos
matematicos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Peppas-Korsmeyer e Hixon-

Crowell, conforme descrito por Bruschi (2015).

3.2.7 Avaliacéo das propriedades mecéanicas

As propriedades mecénicas dos filmes M-CXD foram analisadas através de
testes de tragdo uniaxial, realizados em um TAXT PLUS (Stable Micro Systems)
equipado com uma célula de carga de 18 N. Os filmes biopoliméricos com dimensdes
aproximadas de 100 mm x 25 mm, foram previamente condicionadas a 25 °C e 50% de
umidade relativa (UR) por 48 horas antes de serem submetidas a um alongamento com
uma taxa de 0,1% min'. A espessura dos filmes, medida com um micrometro digital
(modelo IP 65, Mitutoyo Manufacturing, Japdo) com precisdo de 0,001 mm, foi
utilizada para o célculo da resisténcia a tracdo e do médulo de Young. O alongamento

na ruptura também foi determinado.

3.3 Ensaios bioldgicos

3.3.1 Método de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana dos filmes M-CXD foi avaliada contra
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25853) por contato do filme sobre o inoculo bacteriano em &gar.
Resumidamente, o indéculo com 1,0 x 10® unidades formadoras de coldnias/ mL
(UFC/mL) de cada bactéria foi espalhado uniformemente sobre a superficie do agar
Mueller-Hinton (AMH) usando um swab estéril. Em seguida, discos de 6 mm de

diametro dos filmes poliméricos, previamente expostos a radiagdo ultravioleta
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germicida (UV-C 254 nm) para garantir esterilidade, foram aplicados sobre o 4gar com
0 auxilio de uma pinga. Uma amostra de cada filme foi colocada na superficie do AMH
sem indculo bacteriano para confirmar a auséncia de contaminagdo microbiana. Para
inibir o crescimento microbiano, discos de papel filtro estéreis impregnados com 2% de
CXD foram usados como controle positivo, enquanto agua deionizada estéril foi usada
como controle negativo. Apds o tratamento, as placas foram incubadas a 37°C por 24
horas em uma estufa bacterioldgica, e a presenca ou auséncia de um halo de inibi¢do do
crescimento microbiano foi verificada, medida em milimetros usando um paquimetro.

Os testes foram realizados em triplicata.

3.3.2 Método de microdilui¢cdo em caldo

O teste de microdiluicdo foi realizado conforme estabelecido pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI com modificagGes. Primeiramente, 0s pocos de
uma microplaca de 96 pocgos foram preenchidos com 80 uL de caldo Mueller-Hinton
(CMH). A diluicéo seriada dos eluatos, preparados em CMH, foi realizada diretamente
na microplaca, resultando em concentragdes que variaram de 0,8% a 50% v/v. Os
eluatos foram preparados usando filmes com uma area de superficie de 6 cm? incubados
em 1 mL de CMH a 37°C com agitacdo por 24 horas. Em seguida, 20 uL de suspensdes
bacterianas (1,0 x 10® UFC/mL) foram distribuidos em cada pogo. Os testes incluiram
um controle positivo (CXD, 2%), controle de crescimento bacteriano/controle negativo
(sem tratamento) e controles de cor e esterilidade do meio e dos eluatos, onde o inéculo
bacteriano ndo foi adicionado. Apds incubar as microplacas a 37°C por 24 horas em
uma estufa bacteriologica, foi realizada a leitura espectrofotométrica a 620 nm. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata. A determinacao da viabilidade bacteriana

para cada microrganismo foi calculada pela média da absorbancia dos pocos contendo
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diferentes concentracfes dos eluatos subtraida do valor de absorbéancia obtido para cada
concentracdo do eluato sem a adi¢do do in6culo, fornecendo assim o valor real de
absorbancia das bactérias sem interferéncia das amostras testadas. O resultado obtido foi
entdo convertido em uma porcentagem estimada de viabilidade bacteriana, usando o
valor médio de absorbancia dos pogos de controle de crescimento (controle negativo)
como 100% de viabilidade. O critério experimental foi a significAncia da resposta ao

tratamento em relacdo ao controle de crescimento bacteriano.

3.3.3 Linhagem celular e condigdes de cultivo

A linhagem celular utilizada neste estudo foi de queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT, PCS-200-011, Figura 1). As células HaCaT foram mantidas em
monocamada em frascos de cultura (Corning) a 37°C em atmosfera de 5% de didxido
de carbono (CO;) e 95% de ar sob umidade saturada, em Dulbecco's Modified Eagle
Medium (meio DMEM - Gibco Waltham, Massachusetts, EUA) constituido de 4,5 g/L
de glicose ¢ 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3), suplementado com 1% de
solucdo antibidtica-antimicotica (5 mg/mL de penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e
10 mg/mL de neomicina) e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB - Gibco Waltham,

Massachusetts, EUA).
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Figura 1. Fotomicrografia da linhagem celular de queratindcitos humanos
imortalizados (células HaCaT). A imagem foi obtida em microscopio invertido em

aumento de 20x. Fonte: Proprio autor.

3.3.4 Ensaios de citotoxicidade em modelo celular 2D

A viabilidade das células HaCaT foi avaliada usando o ensaio baseado na
reducdo de resazurina, seguindo o método descrito por Page et al., (1993). A resazurina,
um corante azul ndo fluorescente, é irreversivelmente reduzida a resorufina, de cor rosa
altamente fluorescente, por enzimas desidrogenases apenas em células metabolicamente
ativas (Rampersad, 2012).

Para a realizacdo do ensaio, as células foram semeadas em microplacas de 96
pocos em uma densidade inicial de 1,0 x 10* células/pogo e incubadas por 24 horas sob
condi¢des padronizadas (5% de CO: a 37°C e 95% de umidade) para adesdo celular.
Diluicdes seriadas dos eluatos, variando de 6,25% a 100% v/v, foram preparadas
diretamente nas microplacas (6 cm? de filmes/ 1 mL de meio DMEM/ 37°C/ com

agitacdo por 24 horas) (ISO 10993-12, 2007). Controles negativos (meio de cultura
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completo) e positivos (50% de dimetilsulfoxido, DMSO) foram incluidos. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes. Apos
24 horas de tratamento, o meio de cultura foi removido e 50 puL de solug@o de resazurina
a 0,01% (p/v) foi adicionado a cada poco, seguido por 4 horas de incubagdo. A
intensidade da fluorescéncia foi medida usando um espectrofotometro de fluorescéncia
Synergy H1 (BioTek®1]) com filtros de excitacdo e emissdo em comprimentos de onda
de 560 nm e 590 nm, respectivamente. A intensidade da fluorescéncia foi registrada em
unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF), considerando-se as UAF das células ndo
tratadas (controle negativo) como 100%. O critério experimental foi a significancia da

resposta ao tratamento em relagdo ao controle negativo.

3.3.5 Esferoides

Esferoides de células HaCaT foram cultivados em placas de 96 pocos
previamente revestidas com meio DMEM e 1,5% de agarose. Apo6s a solidificacdo do
meio, a formacgdo dos esferoides foi iniciada pela adicdo de 200 pL de meio DMEM
contendo 7x103 células HaCaT em cada poco. Estruturas esferoidais estaveis foram
observadas apds cinco dias de cultivo. Em seguida, os esferoides foram expostos aos
eluatos dos filmes M e M-CXD em cinco diferentes concentracdes de eluatos, variando
de 3,1% a 50% v/v, por um periodo de 24 horas. Ao final do tratamento, a viabilidade
celular dos esferoides foi determinada pela adi¢cdo de 100 pL de solugédo de resazurina
(0,2 mg/mL). Apds 12 horas de incubacdo, a placa foi lida em um espectrofotdmetro
(560EX/590Em). O critério experimental foi a significancia da resposta ao tratamento
em relagdo ao controle negativo (células néo tratadas).

Para investigar possiveis alteracbes morfologicas apds os tratamentos com

eluatos dos filmes M-CXD, outros esferoides foram incubados em estufa com CO: e sua
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integridade foi monitorada por meio de imagens adquiridas em microscopio éptico nos
tempos 0, 24 e 48 horas. Esferoides sem tratamento foram utilizados como controle
negativo. A metodologia de analise seguiu as recomendacdes de Friedrich et al. (2009) e
Vinci et al. (2012), que envolvem a captura de imagens individuais de cada esferoide e a

medicédo subsequente com o software ImageJ.

3.3.6 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado seguindo o protocolo descrito por Tice et al.
(2000). As células HaCaT foram cultivadas em placas de 6 pogos na concentracdo
inicial de 1 x 10° células/poco e expostas aos controles experimentais com meio de
cultura completo, correspondendo ao controle negativo e peréxido de hidrogénio (50
M) como controle positivo, bem como concentragdes dos eluatos dos filmes (6 cm? de
filme/mL de meio DMEM, 37°C, com agitacdo por 72 horas): 3,1 a 12,5% v/v para o
filme M-CXD e 12,5 a 50% v/v para o filme M.

Apos 24 horas de tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas a
2000 rpm por 3 minutos e lavadas duas vezes com tampdo fosfato-salino (PBS,
phosphate buffered saline, pH ~ 7,4). O pellet celular foi entdo homogeneizado com 200
pML de agarose de baixo ponto de fusédo (0,5%, Invitrogen®). Cada 100 pL dessa
suspensao foi aplicado em uma lamina pré-revestida com agarose de ponto de fusdo
normal (1,5%, Invitrogen®7). As laminas foram cobertas com laminulas e mantidas a
4°C por 10 minutos.

Apos a solidificagdo da agarose, as laminulas foram removidas e as laminas
foram incubadas em uma solucdo de lise recém-preparada (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO, pH 10) a 4°C por 18 horas,

protegidas da luz. Subsequentemente, as laminas foram enxaguadas duas vezes em agua
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destilada gelada e imersas em um tampé&o de eletroforese alcalina (300 mM NaOH e 1
mM EDTA, pH 13) em um banho de gelo por 20 minutos para desnaturar o DNA.

A eletroforese foi conduzida nessa mesma solucdo a 4°C por 20 minutos,
aplicando uma corrente elétrica de 25V e 300mA. As laminas foram entdo transferidas
para um tampdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em
etanol absoluto por 5 minutos.

Para a analise, as laminas foram coradas com GelRed™ (Biotium Inc., Fremont,
CA, EUA) (GelRed/PBS; 1:10.000 pL v/v). Nucleoides foram visualizados usando um
microscopio de fluorescéncia (Leica MDi8, Wetzlar, Alemanha), com filtro de
excitagdo de 516-560 nm e filtro de barreira de emissdo de 590 nm, na objetiva de 20x.
100 nucleoides aleatorios foram analisados para cada tratamento, e a fluorescéncia da
cauda foi quantificada usando o software Comet Score versdo 2.0.0.38 (TriTek,
Sumerduck, VA). O critério experimental foi a significancia da resposta ao tratamento

em relacdo ao controle negativo.

3.3.7 Ensaio do micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese

O ensaio de MN foi realizado com base no protocolo proposto por Fenech
(2007), com adaptacOes, utilizando células HaCaT ap6s 24 horas de tratamento. As
células foram cultivadas em placas de seis pogos, com uma densidade inicial de 1 x 10°
células por poco. Ap6s um periodo de 24 horas para a adesdo celular, os tratamentos
foram aplicados. As concentragdes dos eluatos testados variaram de 12,5% a 3,1% v/v
para os filmes M-CXD, e de 50% a 12,5% v/v para os filmes M. Os controles
experimentais consistiram em meio de cultura completo (controle negativo) e peréxido

de hidrogénio (100 puM).
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Ao final do periodo de tratamento, 0 meio contendo as amostras foi substituido
por novo meio de cultura isento de tratamento, e 20 pL de citocalasina B (3,0 pg/mL)
foram adicionados a cada pogo para inibir a citocinese. As células permaneceram
incubadas por mais um ciclo e meio de divis&o celular.

Em seguida, as células foram submetidas a tripsinizacéo e centrifugadas a 900
rpm por 5 minutos. O sedimento celular foi ressuspendido em 3 mL de solucgdo
hipoténica gelada de cloreto de potéssio (KCI 0,075M, Sigma) e centrifugado
novamente. O sedimento foi entdo ressuspendido duas vezes em 5 mL de solucdo
fixadora de metanol e &cido acético (3:1). Apo6s nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e a suspensdo celular foi gotejada sobre laminas limpas, previamente
mantidas em agua destilada gelada.

Apobs a secagem das laminas, as células foram coradas com Giemsa, lavadas
com &gua destilada e deixadas secar em temperatura ambiente para posterior analise em
microscopio Optico com objetiva de 40x. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

Um total de 3000 células binucleadas viaveis foram examinadas por tratamento
(1000 células por tratamento, por repeticao). A identificacdo dos micronucleos foi feita
com base nos critérios de Fenech (2007). Além disso, foram contadas 500 células
viaveis por repeticdo entre mononucleadas, binucleadas e multinucleadas (trés ou mais
nucleos) para o calculo do indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (IPBC).
Este indice, que avalia a toxicidade celular ou atrasos no ciclo celular, foi calculado

conforme a equacéo descrita pela OECD (2016):

[(céls mononucleadas) + 2(céls binucleadas) + 3( céls multinucleadas)

[PBC = , TSR
numero total de céls viaveis
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3.3.8 Ensaio de mutagdo génica reversa com Salmonella Typhimurium (Teste de Ames)

O teste de Ames foi realizado conforme o método de pré-incubagdo descrito por
Maron; Ames (1983). Foram utilizadas cepas mutantes TA98, TA100, TA102 e TA97a
de S. Typhimurium, tanto na presenga quanto na auséncia da fragdo S9, que é usada para
ativacdo metabolica. A fracdo microsomal, adquirida comercialmente em forma
liofilizada da Molecular Toxicology, foi preparada a partir de figado de ratos Sprague
Dawley tratados previamente com Aroclor 1254 e enriquecida com cofatores. A
verificagdo periddica dos genotipos das cepas bacterianas, fornecidas pelo laboratério
do Dr. Bruce Ames (Universidade de Berkeley, Califérnia, EUA), foi realizada para
garantir sua autenticidade. As cepas bacterianas foram cultivadas em caldo nutriente
(Oxoid n° 2) por 14 horas a 37°C sob agitacdo até atingirem uma densidade de 1-2 x 10°
UFC/mL.

Nos ensaios, foram misturados em tubos de ensaio 500 uL da mistura S9 (ou 500
uL de tampdo fosfato), 100 uL da cultura bacteriana, e diferentes concentracbes de
eluatos de filmes biopoliméricos (variando de 12,5 a 100 pL/placa). A incubagdo dessa
mistura ocorreu por 20 minutos antes de ser adicionada a 2 mL de agar superficial (top
agar) suplementado com histidina e biotina. Os eluatos foram preparados a partir de
filmes M-CXD com area de superficie de 6 cm?, incubados em 5 mL de DMSO a 37°C,
com agitacdo por 72 horas. Esta concentragdo foi selecionada devido ao efeito
bactericida da CXD. Eluatos de filmes sem CXD foram preparados de forma
semelhante, mas utilizando de 1 mL de DMSO.

Ap0s a incubacao, a mistura dos tubos foi distribuida sobre placas contendo agar
minimo glicolisado e incubadas a 37°C por 48 horas. As colonias revertentes foram
contadas manualmente com auxilio de um contador de coldnias. Os controles positivos

utilizados incluiram 4-nitro-o-fenilenodiamina (para TA98 e TA97a), azida sddica (para
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TA100), e mitomicina C (para TA102) em ensaios sem ativacdo metabolica. Para os
ensaios com ativacdo metabdlica, os agentes 2-antramine (para TA98, TA97a e TA100)
e 2-aminofluoreno (para TA102) foram usados. DMSO (100 pL/placa) foi utilizado
como controle negativo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Além da andlise estatistica dos dados, o indice de mutagenicidade (IM) também
foi calculado para cada concentracdo testada, sendo definido como a razéo entre o
nimero medio de revertentes induzidos pela amostra-teste € 0o nimero médio de
revertentes do controle negativo (DMSQO). A amostra foi considerada mutagénica se
houvesse uma relacdo dose-resposta e/ou se o IM fosse igual ou superior a dois em pelo

menos uma das concentragdes testadas (Mortelmans; Zeiger, 2000).

3.4. Analise estatistica

Os dados obtidos dos ensaios bioldgicos, com excecdo do teste de Ames foram
analisados estatisticamente pelo software Graph Pad Prism 7.0 (Graph-Pad Software
Inc., San Diego, CA, USA) utilizando andlise de variancia One way ANOVA para
determinar as significancias estatisticas, seguida pelo teste de Tukey considerando p <
0,05. Os resultados do teste de Ames foram analisados utilizando o software estatistico
Salanal (Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA, Laboratério de Sistemas de
Monitoramento, Las Vegas, NV, versdo 1.0, do Instituto de Pesquisa Triangle, RTP,
Carolina do Norte, EUA), seguindo o modelo de Bernstein et al., (1982). A andlise dos

dados (revertentes/placa) foi feita por ANOVA, seguida de regresséo linear.
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4. RESULTADOS

Parte dos resultados obtidos neste estudo foram publicados no periédico Waste

and Biomass Valorization (DOI: 10.1007/s12649-024-02765-0) (ANEXO).

4.1 Caracterizacao dos filmes

Macroscopicamente, a inclusdo de CXD ndo induziu alteraces notaveis nas
caracteristicas morfoldgicas dos filmes do mesocarpo de melancia (M). Esses filmes (M
e M-CXD) apresentaram uma tonalidade acastanhada devido ao tratamento térmico,

superficies homogéneas e certa transparéncia (Figura 2).

Figura 2. Imagens digitais de (A) biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e (B)

biopolimero M contendo CXD (M-CXD)

A Figura 3 (1A-B) apresenta imagens obtidas por MEV da superficie do filme

M, evidenciando rugosidade, ondulacdes e pequenas fibras dispersas. Ja a imagem em
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secdo transversal obtida (Figura 3-1C) revela uma superficie lisa, sem a presenca de um
perfil multiplanar. Em contrapartida, a Figura 3 (3A-B), referente ao filme M-CXD,
mostra que a incorporacdo de CXD expds as fibras internas do filme, resultando em
uma superficie ndo uniforme. A imagem em secdo transversal (Figura 3 - 2C) evidencia

um perfil multiplanar, embora a superficie permaneca lisa.

Figura 3 Microscopia eletronica de varredura da superficie e do corte transversal do

(1A-C) biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e (2A-C) biopolimero M contendo
CXD (M-CXD). Especificamente, A e B sdo da superficie (resolu¢do de 50 e 20 pm,

respectivamente) e C € do corte transversal (resolugdo de 20 um).

Os espectros de infravermelho do filme M (Figura 4) revelaram a presenca de
uma banda larga e intensa em torno de 3274 cm™!, associada as vibragdes de estiramento
do grupo -OH, caracteristica de compostos como celulose, pectina e lignina, principais
carboidratos presentes na casca e no mesocarpo da melancia (Dias et al., 2020). No caso
do CXD, as bandas amplas correspondentes aos grupos -OH e -NH aparecem em 3120,

3182 e 3303 cm™!, mantendo-Se no espectro do filme M-CXD. Isso indica que o0 CXD

38



ocupou locais nos filmes M-CXD anteriormente preenchidos por aglcares e &cidos
formados durante o processo hidrotérmico na producdo do biopolimero.

A banda localizada em 2924 cm™ foi atribuida as vibrag¢des de estiramento -CH
dos grupos metil CH> e CHs, enquanto a banda em 1740 cm™ corresponde ao
estiramento —C=0 de acidos carboxilicos esterificados. Além disso, vibra¢Ges de grupos
carboxilicos livres (—-COO-) foram identificadas em 1568 cm™, caracteristicas da
pectina. As bandas vibracionais entre 1300 ¢ 900 cm™, por sua vez, sdo associadas as
ligacBes do éter R-O-R e ao anel ciclico C-C da estrutura da pectina (Mamiru; Gonfa,
2023).

No espectro do CXD (Figura 4), as bandas em 1083 cm™ sdo atribuidas aos
grupos CN, enquanto a banda em 1531 cm™ refere-se a curvatura N-H da amina
secundaria aromatica (Priyadarshini et al., 2017). As bandas em 1485 ¢ 1518 cm™ estdo
relacionadas a deformagdo dos grupos CH:, enquanto as vibragdes em 1082 cm™
correspondem as ligacdes entre o cloro e o anel aromatico. A banda em 819 cm™ €
atribuida aos anéis aromaticos para-disubstituidos (Santos et al., 2019). No espectro do
filme M-CXD (Figura 4), é possivel observar picos em 1527 e 1487 cm™, confirmando
a presenca marcante do CXD incorporado na matriz do filme.

Ndo ha evidéncias de interacdes entre os componentes que resultem em
alteracdes ou desaparecimento das bandas caracteristicas, 0 que sugere que a interacéo €
de natureza fisica. Assim, € provavel que a CXD esteja intercalada nas fibras do filme
biopolimérico sem formacdo de ligagdes quimicas, preservando a integridade estrutural

dos componentes originais.
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Figura 4. Espectros infravermelhos do (-) biopolimero do mesocarpo da melancia (M),

(-) CXD e (-) biopolimero M contendo CXD (M-CXD)

As curvas TG/DTG dos biopolimeros M e M-CXD sdo apresentadas na Figura 5.
O filme M exibe seis etapas consecutivas de perda de massa, conforme indicado pela
curva DTG, cujas temperaturas e variacOes de massa estdo descritas na Tabela 1. Os
dois primeiros estagios, de 30°C a 161°C, correspondem a perda de umidade
relativa/desidratacdo, resultando em uma reducdo de massa de 13,19 %. J& o terceiro e
quarto estagios, entre 161°C e 268°C, totalizam uma perda de 21,07 % e s&o atribuidos
a volatilizacdo e decomposicdo de componentes derivados ou resistentes ao tratamento
hidrotermal, como aguUcares e acidos, gerados durante a producdo do bioplastico. Entre
268°C e 600°C, ocorre a decomposicéo térmica da fracdo lignocelulosica, restando um
residuo carbonoso de 31,2 %.

Por outro lado, as curvas TG/DTG do biopolimero M incorporado com CXD
(filme M-CXD) indicam uma primeira etapa de perda de massa até 161°C, relacionada a

perda de umidade/desidratacdo, com uma reducdo de 9,94 %. Observa-se um intervalo
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relativamente estavel até 200°C, sugerindo que a CXD se alojou nos componentes

formados durante o tratamento hidrotermal, como confirmado pelos espectros FTIR

apresentados na Figura 3. No entanto, 0 M-CXD comeca a perder estabilidade térmica

proximo a 200°C, com um segundo estagio de perda de massa de 5,24 % até 257°C,

seguido pelos terceiro e quarto estagios, que resultam em uma perda total de 61,42 %

até 600°C, restando um residuo de 23,4 %.
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Figura 5. Curvas TG/DTG do (A) biopolimero do mesocarpo da melancia sem CXD

(M) e (B) biopolimero M contendo CXD (M-CXD)

Tabela 1. Dados das curvas TG/DTG do biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e

do biopolimero M contendo CXD (M-CXD)

Filme M
AT/°C 30-117  117-161 | 161-228 228-268 | 268-384 384 -600
Am/% 7,35 5,84 13,32 7,75 25,23 9,31
Filme M-CXD
AT/°C 30-161 161 — 257 257-392 392 -600
Am/% 9,94 5,24 52,55 8,87
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A Figura 6A apresenta os coeficientes angulares da cinética de permeacdo de
agua nos filmes. O filme M exibe a menor permeabilidade ao vapor d'agua, com o =
0,43 g/h, indicando uma barreira mais eficiente do que o filme M-CXD, que possui a =
0,50 g/h. Isso sugere que os componentes originados ou resistentes ao tratamento
hidrotermal, como agUcares e &cidos, contribuem para uma barreira superior no filme M
em comparacdo com aquele incorporado com CXD. A linearidade das curvas evidencia
que o vapor d'adgua é adsorvido permanentemente, demonstrando que as moléculas de
agua adsorvidas em uma face do filme séo desorvidas na face oposta.

Considerando a potencial aplicabilidade dos filmes M e M-CXD como suportes
para curativos, avaliou-se sua capacidade de manuseio de fluidos, uma caracteristica
essencial na selecdo de materiais para curativos, conforme destacado por Boateng et al.
(2008). Os resultados estéo ilustrados na Figura 6 B. Os valores obtidos dos filmes M e
M-CXD foram comparados a produtos disponiveis no mercado, como o New Allevyn
Non-Adhesive (270 g/m?/24h) (White; Hartwell; Brown, 2007). Embora os filmes
apresentem uma taxa de transmissdo de vapor d'agua (MVTR) mais elevada, eles

exibem uma absor¢do de vapor d'agua (ABS) mais baixa.
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Figura 6. (A) Cinética de permeacdo de vapor d'dgua através do biopolimero do

mesocarpo da melancia (M, o = 0,43 g/h) e do biopolimero M contendo CXD (M-CXD,
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a = 0,50 g/h); (B) Propriedades de manuseio de fluidos dos filmes M, M-CXD e

Allevyn.

Além das caracteristicas de permeabilidade e manuseio de fluidos, as
propriedades de molhabilidade dos filmes também desempenham um papel crucial na
sua aplicabilidade. Os testes de angulo de contato revelaram que o filme M apresentou
um angulo de contato maior em comparacédo ao filme M-CXD. A incorporacdo de CXD
promoveu um maior contato da gota de dgua com a superficie do filme, aumentando a
interacdo molecular com essa superficie (Figura 7). Esses resultados indicam que a
reducdo do angulo observada no filme M-CXD favorece a molhabilidade, o que, por sua
vez, melhora a adeséo a superficie. Essa combinagdo de propriedades faz do filme M-
CXD uma opgdo promissora para revestimentos de superficies, enquanto o filme M,

com sua barreira superior ao vapor d'adgua, pode ser explorado para outras aplicacdes

especificas.
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Figura 7. Média e desvio padrdo das medidas do angulo de contato com a superficie do

biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do biopolimero M contendo CXD (M-

CXD)
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O ensaio de liberagdo mostrou um perfil inicial rapido de liberacdo de CXD
pelos filmes M-CXD, com aproximadamente 36% liberados em 30 minutos e atingindo
87,7% em 120 minutos, momento em que comecou a se estabilizar. Um platd de
liberacdo foi observado apds 360 minutos, indicando um perfil sustentado que se
manteve até o final do experimento (Figura 8).

A anélise da cinética de liberacdo revelou que o modelo matematico de Peppas-
Korsmeyer foi o que melhor se ajustou aos dados, com uma constante de taxa de
liberacdo (Kpk) de 0,277 e um expoente de liberacdo de 0,53. Este modelo é
amplamente utilizado para descrever a liberacdo de farmacos em sistemas poliméricos e
hidrogéis (Bruschi, 2015). No caso de filmes planos, o expoente de liberacdo (n) pode
ser empregado para identificar 0 mecanismo que controla a liberagdo do composto
ativo. Valores de 0,5 < n < 1,0 indicam um mecanismo de transporte andmalo, no qual
as taxas de difusdo do solvente através da membrana e de relaxamento do polimero séo

equivalentes (Al-Ani et al., 2021).
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Figura 8. Perfil de liberacdo de clorexidina (CXD) do biopolimero do mesocarpo de
melancia contendo CXD (M-CXD) ao longo do tempo, mostrando a porcentagem de

farmaco liberado em vérios intervalos de tempo.

O comportamento mecénico dos filmes M e M-CXD foi avaliado por meio de
ensaios de tragdo, analisando-se a resisténcia a tragao (oT, MPa), o modulo de Young
(E, MPa) e o alongamento na ruptura (eR, %). Os ensaios consistiram na aplicagao de
uma forca uniaxial sobre o corpo de prova, com extensdo em velocidade constante até o
rompimento. A resisténcia a tragdo (oT) corresponde a tensdo maxima suportada pelo
filme antes de ocorrer a deformacao irreversivel das cadeias poliméricas. O modulo de
Young (E) representa a rigidez do material, sendo definido como a raz&do entre tenséo e
deformacéo na regido elastica. Ja o alongamento na ruptura (¢R) reflete a capacidade do
material de se deformar até o rompimento. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 2.
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Os filmes apresentaram propriedades mecanicas distintas, refletindo diferencas
estruturais e de interacdo molecular. O filme M exibiu menor resisténcia a tracéo e
modulo de Young, mas maior alongamento na ruptura, o que caracteriza um material
mais flexivel e extensivel. Isso indica que o filme M possui maior capacidade de
deformacgéo antes do rompimento, sugerindo uma menor densidade de ligagdes
intermoleculares ou intera¢cdes mais fracas entre as cadeias poliméricas. Por outro lado,
o filme M-CXD demonstrou maior resisténcia a tracdo e modulo de Young, mas menor
alongamento na ruptura, indicando maior rigidez e menor extensibilidade. Esses
resultados sugerem que a incorpora¢do de CXD promove um aumento na C0esdo
estrutural, possivelmente devido a formacgdo de ligacdes intermoleculares mais fortes,
como ligacbes de hidrogénio, ou interacdes especificas entre a matriz biopolimérica e
CXD. O modulo de Young mais elevado (E: 208,3 + 38,1 MPa) reflete uma estrutura
mais rigida, com as cadeias poliméricas apresentando menor mobilidade, o que
corrobora a hipétese de uma rede polimérica mais densa e reforcada pela presenca da

CXD.

Tabela 2. Resultados dos ensaios mecénicos do biopolimero do mesocarpo da melancia

(M) e do biopolimero M contendo CXD (M-CXD)

Amostras oT (MPa) E (MPa) eR (%)
M 0,20+ 0,01 130,2 + 23,0 1,7+0,15
M-CXD 0,34 £ 0,04 208,3 + 38,1 1,4+0,13

oT MPa: resisténcia a tracdo; E MPa: mddulo de Young; eR %: alongamento na ruptura
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4.2 Ensaios bioldgicos

Os filmes M-CXD demonstraram atividade antibacteriana. Por meio do ensaio
de difusdo em &gar (Tabela 3), observou-se uma zona de inibi¢cdo maior contra S. aureus
em comparacdo com as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli. O didmetro
das zonas de inibicdo, que reflete a suscetibilidade das bactérias, foi de 22,0 £ 1,0 mm
para S. aureus, 15,3 £ 1,5 mm para P. aeruginosa e 17,3 £ 0,7 mm para E. coli. Essa
inibicdo microbiana indica que a CXD foi liberada da matriz biopolimérica derivada do
mesocarpo da melancia e difundida radialmente no &gar, inibindo o crescimento
bacteriano na superficie. Esses resultados foram corroborados pelo ensaio de
microdiluicdo. A Figura 9 apresenta a porcentagem de crescimento bacteriano em
diferentes concentragdes de eluatos dos filmes. Em comparagdo ao controle,
considerado com 100% de viabilidade bacteriana, os filmes M-CXD induziram uma
reducdo estatisticamente significativa no crescimento das bactérias Gram-negativas até
uma concentracdo de 1,5% v/v de eluato e em todas as concentragdes testadas contra S.
aureus. Em contrapartida, os filmes M (sem CXD) ndo afetaram o crescimento de

nenhum dos organismos testados.

Tabela 3 Atividade antibacteriana do biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do

biopolimero M contendo CXD (M-CXD) pelo método de difusdo em agar

Halo de Inibi¢do (mm)

S. aureus P. aeruginosa E. coli
M-CXD 220+10 153+15 17,3+0,7
M - - -
C+ 22,0+0,7 18,7+1,2 19,7+0,6

C+ (controle positivo) 2% clorexidina (CXD) impregnada em discos de papel filtro estéreis

(-) auséncia de halo de inibicéo.
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Figura 9. Porcentagem de crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli em resposta a tratamentos com diferentes
concentracdes de eluatos do biopolimero do mesocarpo de melancia (M) contendo CXD
(M-CXD). CN: controle negativo (controle de crescimento bacteriano, 100% de
viabilidade bacteriana). *estatisticamente diferente do controle de crescimento
bacteriano (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). Os eluatos foram
preparados usando filmes com uma area de superficie de 6 cm?2 incubados em 1 mL de

caldo Mueller-Hinton a 37°C com agitacdo por 24 horas.

A Figura 10 mostra a porcentagem de células viaveis da linhagem HaCaT ap0s
24 horas de tratamento com diferentes concentragdes de eluatos derivados dos filmes M
e CXD. Os filmes sem o farmaco (M) ndo apresentaram efeitos citotoxicos, pois néo
reduziram de forma estatisticamente significativa a viabilidade celular em comparacao
ao controle negativo nas condi¢bes experimentais avaliadas. Por outro lado, os
tratamentos com eluatos do filme M-CXD a partir de 6,2 % comprometeram
significativamente a viabilidade das células HaCaT, de maneira dependente da dose,

indicando efeitos citotoxicos.
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Figura 10. Viabilidade celular (%) da linhagem HaCaT ap06s 24 horas de tratamento
com eluatos do biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do biopolimero M
contendo CXD (M-CXD). CN: controle negativo (meio de cultura), 100% de
viabilidade celular; CP: controle positivo (DMSO 50%). *estatisticamente diferente do
CN (p<0,05, ANOVA, seguido do teste de Tukey). Os eluatos foram preparados usando
filmes com uma érea de superficie de 6 cm? incubados em 1 mL de meio DMEM a

37°C com agitacao por 24 horas.

Para complementar os ensaios convencionais de citotoxicidade em monocamada
celular, estabelecemos esferoides multicelulares tridimensionais (3D) a partir de células
HaCaT. Esferoides de pele tém se destacado como ferramentas essenciais em diversas
areas, como desenvolvimento e triagem de medicamentos, toxicologia, reconstituicdo
cutanea e modelagem de doencas (Nie et al., 2020). Esses modelos proporcionam um

ambiente mais proximo das condi¢bes in vivo. A cultura tridimensional (3D) é
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amplamente reconhecida por reproduzir caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas
especificas dos tecidos, aléem de estabelecer conexdes celulares que refletem mais
fielmente a fisioldgica in vivo (Leong et al., 2017).

Os resultados deste estudo mostraram que, ap6s 24 horas de tratamento com
eluatos dos filmes M-CXD em concentragdes de 12,5% a 50% v/v, a viabilidade dos
esferoides de queratindcitos foi significativamente reduzida em comparacéo ao controle
negativo (Figura 11A). Ao comparar os dados, observou-se que o0s esferoides
apresentaram maior resisténcia em relacdo as células cultivadas em 2D. Essa diferenca
pode ser explicada pelas interacdes intercelulares, que, ao gerarem altas pressoes
intersticiais, formam uma barreira fisica, que dificulta a difusdo do farmaco, resultando
em uma maior resisténcia ao tratamento (Gong et al., 2015). Os filmes M n&o induziram
alteracdes significativas na viabilidade dos esferoides (Figura 11A).

As Figuras 11B e 11C ilustram a &rea e as imagens do crescimento dos
esferoides, respectivamente, avaliados apds 0, 24 e 48 horas de tratamento com
diferentes concentrages dos eluatos dos filmes M-CXD e do controle negativo. A
analise morfoldgica revelou que no grupo controle, o crescimento dos esferoides foi
acentuado ao longo do tempo, enquanto o tratamento com M-CXD inibiu
significativamente o crescimento dos esferoides, apds 24 e 48 horas de exposicao
comparado ao tempo inicial (tempo zero). Contudo, o tratamento ndo interrompeu as

agregacdes celulares, ou seja, ndo causou alteracdes estruturais nos esferoides.
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Figura 11. Efeitos do tratamento com eluatos do biopolimero do mesocarpo da
melancia (M) e do biopolimero M contendo CXD (M-CXD) em modelo 3D in vitro de
esferoides multicelulares de células HaCaT. (A) A viabilidade dos esferoides foi
determinada pelo ensaio Alamar Blue ap6s 24 h de tratamento. CN: controle negativo
(meio de cultura), 100% de viabilidade celular; CP: controle positivo (DMSO 50%). Os
dados sdo apresentados como a média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. *estatisticamente diferente do CN (p<0,05,
ANOVA, seguido do teste de Tukey). Os eluatos foram preparados usando filmes com
uma area de superficie de 6 cm? incubados em 1 mL de meio DMEM a 37°C com
agitacdo por 24 horas. (B) Cinética de crescimento da area de esferoides de células
HaCaT. As medi¢des foram realizadas no tempo 0 e ap06s 24 e 48 horas de tratamento
com eluatos de M-CXD sem renovagdo do meio de cultivo. *estatisticamente diferente

do CN (p<0,05, ANOVA, seguido do teste de Tukey). (C) Os esferoides foram
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examinados usando microscopio invertido (amplificacdo 200x%), barra de escala = 100

pum.

Quanto a mutagenicidade, conforme mostrado na Tabela 4, ndo foi observado
aumento estatisticamente significativo no nimero meédio de coldnias revertentes em
comparagdo com o controle negativo apos o tratamento com eluatos dos filmes M e M-
CXD, em nenhuma das concentracdes ou cepas de S. Typhimurium analisadas, com ou
sem ativacdo metabdlica. Esses resultados indicam a auséncia de atividade mutagénica
em sistemas bacterianos. O IM permaneceu abaixo de 2 em todas as analises,
demonstrando que o numero de coldnias revertentes induzido pelos tratamentos com 0s
filmes ndo excedeu o dobro do observado no controle negativo. Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas apenas nos controles positivos.

Além disso, a genotoxicidade dos filmes biopoliméricos em células HaCaT foi
avaliada utilizando o ensaio cometa, uma técnica sensivel para detectar quebras de
cadeias de DNA, e o0 ensaio de MN, que avalia mutacdes cromossémicas. Como
mostrado na Fig. 12, os nucledides das células HaCaT nos grupos controle negativo e
nas concentracdes de eluatos do filme M apresentaram formas arredondadas, indicativas
de DNA néo danificado, corroborando os resultados obtidos no ensaio de MN. O filme
M néo induziu aumento estatisticamente significativo na frequéncia de microndcleos em
comparagdo com o controle negativo (Tabela 5).

Por outro lado, apds 24 horas de tratamento, as células HaCaT expostas a 6,25%
e 12,5% v/v de eluatos do filme M-CXD provocaram um aumento na extensdo de danos
ao DNA detectaveis pelo ensaio do Cometa (Figura 12). Além disso, essas
concentragfes também apresentaram um aumento estatisticamente significativo na

frequéncia de MNs e reduziram significativamente o IPBC comparado ao controle
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negativo (Tabela 5), confirmando o potencial genotéxico do filme M-CXD em células

eucarioticas e seu perfil de citotoxicidade, respectivamente.
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Tabela 4 Avaliacdo mutagénica do biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do biopolimero M contendo CXD (M-CXD) nas cepas TA97a,

TA98, TA100 e TA102 de Salmonella Typhimurium, na presenca e auséncia de ativacdo metabolica (S9)

NUmero de revertentes (Média + Desvio Padréo)/ placa e IM

Tratamentos TA97a TA98 TA100 TA102
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
C- 96 + 13 139+11 28+2 20+ 4 1137 108 + 21 218 + 32 300 + 37
C+ 1439 + 67** 1438 + 102° 812 + 41*2 907 + 81¢ 1322 + 75*° 1601 + 139° 1835 + 124*° 1360 + 114°
uL/ placa M
12,5 106 £ 15 (1,1) 151+18(1,1) 30£3(11) 23+4(1,1) 120+£8 (1,1) 110 £ 24 (1,0) 220 £28 (1,0) 316 £49 (1,0)
25 108+8 (1,1) 150 £ 14 (1,1) 29+ 3(1,0) 23+6(1,1) 123+£11(1,1) 114 +£14 (1,1) 228 £19 (1,0) 327+32(1,1)
50 103+7 (1,1) 147 +£21(1,1) 30£6(1,0) 22+1(1,1) 124+6 (1,1) 108 £18 (1,0) 240£30(1,1) 278 £ 39 (0,9)
75 99 +£12 (1,0 154 £25(1,1) 31£1(1,1) 20+ 6 (1,0) 127+£3 (1,1) 99+6 (0,9 223 £47(1,0) 268 £ 21 (0,9)
100 96+6 (1,0) 151 +19(1,1) 34+6(1,2) 21 +7 (1,0) 106 + 14 (0,9) 105 + 11 (1,0) 217 + 24 (1,0) 276 + 25 (0,9)
pL/ placa M-CXD
12,5 90+6 (0,9 162 + 18 (1,2) 28 +4 (1,0) 24 +6 (1,2) 105 + 11 (0,9) 98+4 (0,9 187 + 27 (0,9) 270+ 21 (0,9)
25 85+4 (0,9 147 +20(1,1) 26 +3(0,9) 21+2(1,0) 111 +12(1,0) 99 +11(0,9) 192 + 14 (0,9) 261 +31(0,9)
50 92+3 (1,0) 150 + 28 (1,1) 25+4(0,9) 21+1(1,0) 112 + 27 (1,0) 90 + 14 (0,8) 185 + 22 (0,8) 232 +23(0,8)
75 81+ 11(0,8) 127+8 (0,9) 23+1(0,8) 22+1(1,1) 96+8 (0,8) 89+3 (0,8) 175+ 18 (0,8) 221 +11(0,7)
100 76+8 (0,8) 100 + 12 (0,7) 25+2(0,9) 19+8(0,9) 93+4 (0,8) 86+8 (0,8) 171+ 10 (0,8) 184 + 25 (0,6)

*p < 0,05 (ANOVA); C- = Controle Negativo: dimetilsulfoxido (DMSO — 100 pL/placa); C+ = Controle Positivo — *4-nitro-o-fenilenodiamina (10,0 pg/placa — TA9S,
TA97a); “azida de sédio (1,25 pg/placa — TAL00); “mitomicina (0,5 pg/placa — TA102), na auséncia de S9 e “2-antramine (1,25 pg/placa — TA97a, TA98, TA100); 2-
aminofluoreno (10 pg/placa — TA102), na presenca de S9. Os eluatos foram preparados utilizando filmes com uma érea de superficie de 6 cm? incubados em 1 mL de DMSO
a 37°C com agitacdo por 72 horas.
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Figura 12. Efeito genotdxico do biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do
biopolimero M contendo CXD (M-CXD) em células HaCaT.

(A) Imagens representativas do ensaio do cometa em células HaCaT tratadas com
eluatos de filmes M e M-CXD por 24 horas. As imagens foram adquiridas utilizando
microscopia de fluorescéncia com ampliacdo total de 400x (barra de escala = 20 um).
(B) O gréfico representa a intensidade da cauda (%), que estd diretamente
correlacionada com o DNA danificado. O controle negativo (CN) corresponde ao grupo
néo tratado (somente meio DMEM suplementado com SFB), e o controle positivo (CP)
foi tratado com peroxido de hidrogénio (50 pM). Os eluatos foram preparados
utilizando filmes com uma éarea de superficie de 6 cm? incubados em 1 mL de meio
DMEM com SFB a 37°C com agitacdo por 72 horas. Os dados sdo apresentados como a
média * desvio padrdo de trés experimentos independentes. *p < 0,05 em comparagao

com o controle por ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Tabela 5. Frequéncia de micronucleos (MNs) e indice de proliferagdo com blogueio de
citocinese (IPBC) em células HaCaT apds 24 horas de tratamento com eluatos do

biopolimero do mesocarpo da melancia (M) e do biopolimero M contendo CXD (M-

CXD)

Tratamentos MNs? IPBC®
Controle negativo 5014 1,90 + 0,08
Controle positivo 36,5 £ 6,4* 1,63 +0,03*

Filme M
12,5% 3,0+£18 1,85+0,01
25% 35+11 1,88 +£ 0,05
50% 40+£172 1,85 + 0,06
Filme M-CXD
3,1% 8,0+14 1,74 £ 0,03
6,2% 14,0 + 4,2* 1,67 £0,01*
12,5% 24,0 £ 2,8* 1,59 + 0,06*

Os valores sdo apresentados como média £+ DP do nimero de micronicleos (MNs) e indice de
proliferacdo com bloqueio da citocinese (IPBC) em células HaCaT. CN: controle negativo (meio de
cultura completo), CP: controle positivo (perdxido de hidrogénio, 100 uM). Os eluatos foram preparados
utilizando filmes com uma area de superficie de 6 cm? incubados em 1 mL de meio DMEM com SFB a
37°C com agitagdo por 72 horas. *Um total de 3000 células binucleadas foram analisadas por grupo de
tratamento (1000 células/tratamento/repeticdo). "Um total de 1500 células foram analisadas por grupo de
tratamento (500 células/tratamentot/repeticdo). *estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05,
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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5. DISCUSSAO

Atualmente, a substituicdo de materiais poliméricos a base de petroleo é uma
necessidade urgente, dada sua natureza ndo renovavel, baixa biodegradabilidade e as
preocupacdes ambientais associadas. Os plésticos esgotam recursos naturais limitados e
geram residuos que ameacam O meio ambiente e a saude humana. Assim, o
desenvolvimento de materiais renovaveis, alinhados aos principios de sustentabilidade e
projetados de forma funcional e circular, tornou-se imperativo (Valencia et al., 2019;
Eissenberger et al., 2023).

Residuos de frutas e vegetais sdo fontes abundantes de polifendis, antioxidantes
naturais e fibras dietéticas (Al-Sayed; Ahmed, 2013). O reaproveitamento desses
residuos para a producéo de filmes poliméricos ou revestimentos de superficie apresenta
uma abordagem inovadora para aumentar o valor de subprodutos renovaveis.
Revestimentos poliméricos funcionais tém ampla aplicacdo bioldgica, abrangendo desde
biomateriais e liberacdo de medicamentos até a separacdo de biomoléculas em escala
industrial (Khlyustova et al., 2020).

Entre esses residuos, a casca de melancia destaca-se devido ao seu perfil
nutricional e contetdo fitoquimico com efeitos terapéuticos benéficos. Embora
frequentemente descartada, a casca pode ser utilizada em produtos como sobremesas,
sorvetes e geleias (Nadeem et al., 2022). Sua composi¢do mineral inclui ferro, fosforo,
calcio, sddio, cobre, zinco, magnésio e potassio, além de proteinas, gorduras, cinzas e
fibras (Feizy; Jahani; Ahmadi, 2020). A casca também contém vitaminas como retinol
(A), tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), piridoxina (B6) e acido ascérbico (C)

(GLADVIN et al., 2017).
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Entre os compostos fenolicos, o acido 4-hidroxibenzoico (958,3 pg/g) destaca-se
como 0 composto mais abundante por peso seco, seguido pela vanilina (851,8 ug/g),
enquanto o acido cumadrico foi detectado em quantidades menores (8,8 ng/g), conforme
relatado por Al-Sayed; Ahmed (2013). Estudos destacam o potencial antioxidante da
casca de melancia, atribuido a sua composicdo quimica (Al-Sayed; Ahmed, 2013;
Feizy; Jahani; Ahmadi, 2020; Neglo et al., 2021).

No contexto estrutural, a pectina presente na casca de melancia atua como um
polissacarideo que conecta fibras de celulose e hemicelulose, conferindo rigidez as
paredes celulares e facilitando a producao de filmes estaveis (Dias et al., 2020). A casca
madura de melancia contém cerca de 20% de celulose, 23% de hemicelulose, 10% de
lignina, 13% de pectina, 7 mg/g de silica e 12% de outros minerais (Singh et al., 1975).

Neste estudo, a incorporacdo de CXD nos filmes poliméricos proporcionou
maior estabilidade térmica, atribuida a interacéo entre a CXD e a matriz polimérica, que
aumentou a resisténcia as variagfes de temperatura. Andlises de FTIR indicam que o
CXD ¢ incorporado por interaces fisicas, sem alteracdes significativas nas bandas
caracteristicas. Esse mecanismo explica a rapida liberacdo da CXD nos filmes M-CXD,
tornando-os candidatos promissores como revestimentos antimicrobianos de superficie.

Quanto aos seus efeitos biolégicos, os filmes M-CXD demonstraram
significativa atividade antibacteriana. As cepas bacterianas selecionadas neste estudo
incluem bactérias comensais humanas Gram-positivas e Gram-negativas, que podem
atuar como patdgenos oportunistas sob certas condicGes, representando riscos a saude.
A eficacia antibacteriana da CXD deve-se a sua capacidade de desestabilizar
membranas citoplasmaticas, sendo mais ativa contra bactérias Gram-positivas do que
contra Gram-negativas (Pittet et al., 2009; Patel et al., 2019). A busca por novos

revestimentos e dispositivos biomedicos com funcionalidades aprimoradas tem
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impulsionado avancos tecnoldgicos e cientificos (Dziadek; Stodolak-Zych; Cholewa-
Kowalska, 2017).

Por exemplo, Tarawneh et al. (2021) desenvolveram filmes de hidrogel a base de
celulose e carboximetilcelulose sodica incorporando CXD, que inibiram o crescimento
de Streptococcus oralis e Candida albicans, oferecendo uma abordagem promissora

para o tratamento da periodontite. Da mesma forma, Oliveira et al. (2023) produziram

filmes compostos por goma de angico branco e quitosana contendo CXD, que
apresentaram potentes efeitos antimicrobianos para o tratamento de lesdes orais graves.
Em outra aplicacdo, Duckworth et al. (2020) desenvolveram filmes de alginato
contendo particulas de hexametafosfato de CXD, proporcionando protecao
antimicrobiana sustentada contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina, P.
aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii.

Embora os filmes M-CXD desenvolvidos neste estudo apresentem propriedades
mecanicas satisfatorias e eficacia antimicrobiana, sua toxicidade limita sua aplicagdo em
feridas sem infeccdo (Wasiak; Cleland, 2015; Ambrogi et al., 2017). Estudos mostram
que a CXD é citotoxica para diferentes tipos celulares, incluindo fibroblastos,
osteoblastos e linfocitos humanos, de forma dose e tempo dependente (Giannelli et al.,
2008; Li et al., 2014; Ambrogi et al., 2017; Liu et al., 2018). Faria et al., (2010)
relataram que concentracGes mais baixas de CXD podem induzir apoptose, enguanto
concentragfes mais altas resultam em necrose. Esses efeitos citotoxicos estdo
associados a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), que desempenham papel
crucial em danos ao DNA e na sinalizacdo celular (Giannelli et al., 2008; Faria et al.,
2009; Li et al., 2014; Pires et al., 2016). Para mitigar esses efeitos, diversas formulagoes

tém sido exploradas, incluindo curativos de quitosana/acido hialurénico, filmes
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poliméricos mucoadesivos e microesferas biodegradaveis (Rossi et al., 2007; Agarwal
etal., 2012; Jiang; Zhang; Brey, 2013; Donnadio et al., 2016; Lim et al., 2020).

Outra consideracdo diz respeito & mutagenicidade da CXD. Quando avaliados
pelo teste de Ames, os filmes M e M-CXD néo induziram mutac6es génicas detectaveis
nas condi¢Oes experimentais utilizadas. O teste de Ames, que avalia o potencial das
substancias para induzir mutagcfes de deslocamento de quadro ou substituicdes de pares
de bases, é rotineiramente realizado para prever a carcinogenicidade em roedores e
humanos. Apesar da disponibilidade de outros testes para avaliar mutagfes ou danos
genéticos em células microbianas e de mamiferos, o teste de Ames (ensaio de mutagdo
reversa em Salmonella) é considerado o ensaio in vitro mais preditivo e é exigido pelas
autoridades reguladoras em todo o mundo para testar produtos quimicos de uso
comercial (Escobar et al., 2013; Zeiger, 2019).

Neste estudo, as cepas de Salmonella exibiram uma sensibilidade aumentada aos
tratamentos com eluatos dos filmes M-CXD preparados de acordo com a 1ISO 10993-12
(2021), levando a inibicdo completa do crescimento bacteriano (dados ndo mostrados).
Consequentemente, foi necessario aumentar a diluicdo para reduzir a concentragdo
residual de CXD no eluato testado. Devido a limitagcdo do sistema de teste em avaliar
substancias com acgéo bactericida, combinamos o teste de Ames e 0s ensaios Cometa e
de MN para avaliar a toxicologia genética dos filmes biopoliméricos.

Evidéncias sugerem que a CXD pode induzir efeitos genotoxicos em células de
mamiferos, possivelmente relacionados a sua capacidade de gerar ROS (Grassi et al.,
2007; Li et al., 2014; Khan, Hasan, 2016; Pires et al., 2016). Em nosso estudo, os
ensaios Cometa e MN revelaram que os filmes M-CXD induzem danos significativos ao
DNA das células HaCaT de forma dose-dependente. Resultados semelhantes foram

relatados em estudos com outras linhagens celulares (Eren et al., 2002; Ribeiro et al.,
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2004; Grassi et al., 2007). Além disso, o produto de degradagdo da CXD, 4-cloroanilina,
também foi associado a efeitos genotdxicos (Lueken et al., 2004).

Embora a CXD ndo se acumule no organismo e seja minimamente absorvida
pelos tecidos (Eren et al., 2002), os efeitos mutagénicos induzidos pelos filmes M-CXD
representam um risco potencial a saide, especialmente em exposi¢fes prolongadas ou

repetidas.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi desenvolvido um filme antimicrobiano inovador, sustentavel e
eficaz, utilizando biopolimeros obtidos do mesocarpo da melancia por meio de um
processo hidrotérmico. O filme M-CXD demonstrou atividade antimicrobiana eficaz
contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Além disso, nossos resultados contribuem na
avaliacdo da seguranca genotoxicoldgica desses materiais, 0 que evidenciou potenciais
efeitos mutagénicos e citotoxicos. Diante disso, este estudo reforca a necessidade de
avaliacBGes toxicoldgicas detalhadas durante o desenvolvimento de biomateriais e
destacam os riscos associados ao uso de compostos com potencial genotdxico, mesmo
em matrizes biopoliméricas. O uso dos filmes M-CXD como curativos, por exemplo,
deve ser criteriosamente avaliado com base na relacdo risco-beneficio. Ainda assim, as
propriedades Unicas dos filmes M-CXD destacam seu potencial para atender a crescente
demanda por materiais biopoliméricos de alto desempenho, especialmente em

aplicacdes externas ao corpo, onde o controle do crescimento microbiano € essencial.
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Abstract

Fruit and vegetable waste is a promising source to produce functional polymeric films, given the urgent need to replace
petroleum-based polymeric materials due to their environmental impacts and limited sustainability. In the present study, we
produced an antimicrobial surface film derived from watermelon mesocarp containing chlorhexidine in digluconate form
(W-CHX) with applicability for coating 2D surfaces and medical devices. The films were obtained by hydrothermal steps
and casting, and characterized by scanning electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, thermal stabil-
ity profile, water barrier properties, fluid handling ability, and drug release, in addition to the assessment of antibacterial,
cytotoxic, and mutagenic potential. Although the W-CHC films have demonstrated promising mechanical and antibacterial
properties against Staphyococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli, their cytotoxicity and genotoxicity
in keratinocytes (HaCaT cells) as revealed by the Comet assay highlight the need for cautious use for topical applications.
Therefore, the attributes exhibited by W-CHX films offer a pathway to address the escalating need for biopolymer-based
materials with enhanced performance, particularly in extracorporeal applications necessitating microbial growth inhibition.

Graphical Abstract
Antimicrobial surface film: watermelon mesocarp-only biopolymers with chlorhexidine (CHX)

Keywords Watermelon mesocarp - Antimicrobial surface film - Biopolymer-based materials - Cytotoxic - Genotoxicity

chlorhexidine (W-CHX film). The innovative aspect lies in
utilizing fruit and vegetable waste as a sustainable source for
producing functional polymeric films, addressing the urgent
need to replace petroleum-based matenials. The characteri-

Statement of Novelty

This study presents a novel approach in developing an
antimicrobial surface film derived exclusively from water-

melon mesocarp via a hydrothermal process, incorporating
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zation of the films through well-established techniques and
standardized protocols, further contributes to the novelty
of this work. Additionally, the assessment of antibacterial,
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