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RESUMO

Quitosana € um polissacarideo muito utilizado em aplicagdes biomédicas devido a
sua bioatividade, que frequentemente esta relacionada e pode ser modulada por
suas caracteristicas estruturais. Dentre essas caracteristicas, a massa molar € uma
das que influencia sua acéo e, conforme cita a literatura, pode ter diferente atividade
a depender do micro-organismo estudado. Nesse contexto, este estudo teve como
objetivo avaliar a bioatividade de quatro tipos de membranas formadas por
quitosanas de alta (QAMM) e baixa (QBMM) massa molar puras e associadas com
curcuma (QAMM + curcuma e QBMM + cuircuma), produzidas através da técnica de
formacao de filmes finos casting (evaporacdo do solvente). Para caracterizagcao
fisico-quimica e morfolégica das membranas foram utilizadas as técnicas de
medidas de espessura, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
(FTIR) e angulo de contato. Para realizacdo dos testes microbiologicos, foram
utilizados Cepas do fungo Trychophyton rubrum, da bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus e da bactéria gram-negativa Escherichia coli, sendo que a
bioatividade das membranas foi avaliada através do halo de inibigdo formado. Para
a avaliacao da viabilidade/citotoxicidade celular foi utilizado células em linhagem de
fibroblastos (L929) na concentragéo de 1x104 por meio de ensaio de alamarBlue® e
Picrogreen. A metodologia empregada para fabricar membranas foi bem sucedida,
sendo possivel a obtencdo de membranas autossustentaveis e homogéneas, com
espessura variando entre de 35 a 56 um. Os espectros FTIR mostram as principais
bandas vibracionais para grupos quimicos da quitosana. Os resultados de angulo
de contato mostram que as membranas que contém curcuma sao mais hidrofilicas
do que de quitosana pura. As membranas ndo apresentaram propriedades de
inibicdo de crescimento antimicrobiano frente aos micro-organismos testados. No
entanto, foi verificado a presenca de halo de inibicdo sob cultura de bactérias nos
testes utilizando as solugdes de preparo das membranas, sendo que as solucdes
de QBMM e QBMM + carcuma, apresentaram maior efeito inibitério. As membranas
produzidas ndo apresentaram efeito citotoxico, ao modo que induziram o aumento
da proliferacdo celular. De modo geral, QBMM + clrcuma propiciou maior
proliferacéao celular em comparacdo ao observado utilizando as outras membranas.
Os resultados do presente estudo sugerem que as membranas produzidas sdo
materiais promissores para aplicacdo na engenharia tecidual, favorecendo a
fabricacdo e sua utilizacéo de forma otimizada.

Palavras-chave: Quitosana. Massa Molar. Atividade Antimicrobiana. Fibroblastos.

Reparo Tecidual.



ABSTRACT

Chitosan is a polysaccharide widely used in biomedical applications due to its
bioactivity, which is often related and can be modulated by its structural characteristics.
Among these characteristics, molar mass is one that influences its action and, as cited
in the literature, it may have different activity depending on the microorganism studied.
In this context, this study aimed to evaluate the bioactivity of four types of membranes
formed by pure high (QAMM) and low (QBMM) molar mass chitosans associated with
turmeric (QAMM + turmeric and QBMM + turmeric), produced using the technique
casting thin film formation (solvent evaporation). For physicochemical and
morphological characterization of the membranes, thickness measurement
techniques, absorption spectroscopy in the infrared region (FTIR) and contact angle
were used. To carry out the microbiological tests, strains of the fungus Trychophyton
rubrum, the gram-positive bacterium Staphylococcus aureus and the gram-negative
bacterium Escherichia coli were used, and the bioactivity of the membranes was
evaluated through the inhibition halo formed. To evaluate cell viability/cytotoxicity,
fibroblast cell lines (L929) were used at a concentration of 1x104 using the
alamarBlue® and Picrogreen assay. The methodology used to manufacture
membranes was successful, making it possible to obtain self-supporting and
homogeneous membranes, with thicknesses ranging from 35 to 56 um. FTIR spectra
show the main vibrational bands for chemical groups in chitosan. Contact angle results
show that membranes containing turmeric are more hydrophilic than pure chitosan.
The membranes did not show antimicrobial growth inhibition properties against the
tested microorganisms. However, the presence of an inhibition halo was verified under
bacterial cultures in tests using the membrane preparation solutions, with the QBMM
and QBMM + turmeric solutions showing a greater inhibitory effect. The membranes
produced did not present a cytotoxic effect, as they induced an increase in cell
proliferation. In general, QBMM+ turmeric provided greater cell proliferation compared
to that observed using other membranes. The results of the present study suggest that
the membranes produced are promising materials for application in tissue engineering,
favoring their manufacturing and optimal use.

Keywords: Chitosan. Molar mass. Antimicrobian activity. Fibroblasts. Tissue Repair.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

No presente trabalho, as atividades microbioldgica e de reparacéo tecidual do
polimero natural quitosana foram testadas. Sabe-se que a massa molar de tal
polimero pode influenciar na sua acgéo, assim, quatro tipos de membranas formadas
por quitosanas de alta e baixa massa molar puras e associadas com curcuma, foram
produzidas através da técnica casting (evaporacéo do solvente) de formacgéo de filmes
finos. As membranas foram testadas no fungo Trychophyton rubrum, nas bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e em cultura de células de fibroblastos,
visando aplicacdo no reparo tecidual. Nos testes realizados, as membranas nao
apresentaram atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos, porém, as
solucbes formadoras dessas apresentaram potencial antimicrobiano frente a
bactérias, sendo que as amostras de quitosana de baixa massa molar e quitosana de
baixa massa molar + circuma, apresentaram maior efeito inibitério. As membranas
produzidas ndo foram toxicas as células, ao modo que favoreceram o aumento do seu
crescimento (proliferacéo). A quitosana de baixa massa molar + circuma levou a uma
maior proliferacdo celular. Desta forma, acredita-se que as membranas de quitosana
de baixa massa molar + cldrcuma possuam caracteristicas importantes que
sobressaem as demais membranas produzidas para futuros testes in vivo, visando

aplicacdo como curativo de feridas.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de materiais biodegradaveis para aplicacdes biomédicas € uma
tendéncia atual para substituicdo de materiais convencionais. Dentre os biomateriais
utilizados e os tipos de nano e microestruturas desenvolvidas, destaca-se o emprego
do polissacarideo quitosana. Devido as caracteristicas como biocompatibilidade,
baixo custo, biodegradabilidade e obtencdo de fonte renovavel (podendo ser obtido a
partir de rejeitos da industria pesqueira), a quitosana é um polimero que pode ser
utilizado com finalidade biomédica no tratamento de diversas patologias (MUXIKA et
al., 2017; RAJOKA et al., 2019; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015).

Sabe-se que a resisténcia microbiana € um sério problema de saude publica.
A selecdo crescente de cepas resistentes aos antibiéticos e antifingicos
convencionais, torna os tratamentos longos e dispendiosos (TAMARA et al., 2018;
VALDES; CABRERA; MASERRA, 2017). Devido a esses fatores, a utilizacdo de
biocompostos, ndo toxicos e de baixo custo constituem uma alternativa para diminuir
a quantidade administrada de antibidticos e antifungicos classicos (SARDI et al.,
2013).

Essa busca por novos antimicrobianos, de origem natural, tem conferido a
quitosana um grande potencial de aplicacdes, pois estudos sugerem que sua acao se
da diretamente no desenvolvimento/crescimento dos patdgenos, conferindo a
quitosana propriedades bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica (GARCIA
et al., 2018; KULIKQOV et al., 2014; YOUNES et al., 2014).

Existente em pequenas quantidades na natureza, a quitosana € obtida
principalmente através da desacetilacao da quitina, um polissacarideo encontrado de
forma abundante como principal constituinte do exoesqueleto de invertebrados, como
crustaceos, moluscos, anelideos e celenterados, podendo ainda estar presente em
insetos e na composicao da parede celular de fungos e leveduras (EL KNIDRI et al.,
2018; ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017; KOU; PETERS; MUCALO, 2021).

A quitosana possui atividade microbiana tanto frente bactérias quanto contra
alguns fungos e algas (KONG et al., 2010; YOUNES et al.,, 2014). Apesar do
mecanismo real de inibicdo da quitosana ainda n&o ser totalmente compreendido,
estudos mostram que sua atividade depende da estrutura quimica do polissacarideo
e do micro-organismo utilizado (MACEDO et al., 2022).
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Vérios trabalhos abordam a influéncia da média massa molar (MM) da
quitosana em suas propriedades antimicrobianas, porém, poucos evidenciam a
diferenca entre a (MM) deste polimero e o efeito antimicrobiano. A utilizacdo da massa
molar especifica pode explicar a maior eficiéncia do polimero contra diferentes micro-
organismos com diferentes propriedades de membranas (KULIKOV et al., 2014;
YOUNES et al., 2014). Além da atividade antimicrobiana, estudos mostram que a
quitosana tem efeitos anti-inflamatorios, podendo auxiliar a reparacao de feridas em
diferentes estagios de cicatrizacdo (LIU et al.,, 2018; SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006).

A curcuma longa € outro material que tem sido muito utilizado para o tratamento
de certas doencas e problemas de pele (RADULY et al., 2021; SONG et al., 2019).
Em seu rizoma encontramos varios compostos, sendo o principal deles um pigmento
bioativo chamado de curcumina (CUR), composto fendlico de origem natural, sendo a
parte mais utilizada da planta devido a presenca de pigmentos curcumindides de
coloracdo amarela intensa, que atua como corante e tempero alimentar, bem como
no tratamento de varias doencas. Estudos indicam que o derivado curcumindide
possui acao anti-inflamatoéria (BARCHITTA et al., 2019; SONG et al., 2019; XIANG et
al., 2018), antifangica (RADULY et al., 2021; SHOME et al., 2016) e antibacteriana
(DAI et al., 2020; MUNIR et al., 2022; TEOW et al., 2016).

Sabe-se que quando o polimero € manipulado em nanoescala, sua atividade
antimicrobiana aumenta, apresentando atividade biol6gica versatil devido as
alteracbes em suas caracteristicas fisico-quimicas. O tamanho, a maior area
superficial, natureza catiénica, os grupos funcionais ativos, eficiéncia de encapsulacéo
guando utilizado puro ou através de misturas com outros componentes e a densidade
de cargas fazem com que o material tenha maior interacdo com a superficie das
células microbianas (SAHARAN et al., 2013).

Uma grande variedade de métodos utilizados no desenvolvimento de micro e
nanoestruturas de quitosana é encontrada na literatura (KRAVANJA et al., 2019; UL-
ISLAM et al., 2023). Dentre eles, a técnica de formagéo de filmes finos, denominada
casting, vem ha algum tempo sendo bastante utilizada para formacado de membranas
biodegradaveis. Nesse método, a solucdo do polimero em meio acido é vertida em
um molde para secagem e 0 solvente € evaporado. Esse processo de fabricacdo de
nanobiomateriais vém atraindo atencdo na area de materiais, pois formam produtos

com propriedades favoraveis, baixo custo no aparato experimental, com rapida



19

obtencédo das membranas e boa reprodutibilidade, que podem ser utilizadas em varias
aplicacdes biomédicas.

Diante do exposto, neste trabalho membranas de quitosana com diferentes
massas molares, puras e associadas a cuarcuma, foram produzidas através da técnica
de formacéo de filmes finos casting. As membranas foram caracterizadas e avaliadas
sua bioatividade na inibicdo do crescimento de micro-organismos e na viabilidade

(citotoxicidade e proliferagéo) do crescimento de cultura de fibroblastos.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a bioatividade de membranas produzidas a base de quitosana com

diferentes massas molares e quitosana associada a curcuma.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir membranas a base de quitosana de baixa massa molar
(QBMM) e alta massa molar (QAMM) puras e associadas a curcuma
através da técnica casting (evaporacao de solvente por derramamento).
Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das membranas através de
medidas de espessura, medidas de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e &ngulo de contato.
Realizar testes microbiolégicos para comparacdo da eficiéncia
antimicrobiana sobre o fungo Trychophyton rubrum (T. rubrum),
bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli).
Testar experimentos in vitro em cultura de células de fibroblastos a fim
de avaliar a toxicidade, proliferacdo e viabilidade das membranas

produzidas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 QUITOSANA

A quitosana é encontrada na natureza em pequenas quantidades nas paredes
celulares de alguns fungos (Zigomicetos), porém sua principal forma de obtencéo € a
desacetilacdo da quitina, um polissacarideo caracterizado por uma estrutura fibrosa,
encontrado em carapacgas de crustaceos, alguns insetos e moluscos bem como na
parede celular de alguns fungos e leveduras, fornecendo suporte e sustentacdo (EL
KNIDRI et al., 2018; ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017; KOU; PETERS; MUCALO,
2021).

O processo de obtencdo da quitosana a partir da quitina ocorre através da
hidrolise dos grupos acetil. A hidrélise é geralmente realizada através da utilizacao de
bases fortes (meio alcalino), como exemplo o aquecimento da quitina em uma solugéo
alcalina concentrada (hidroxido de sodio ou de potassio), sob altas temperaturas, ou
podendo-se utilizar enzimas e micro-organismos (HEMBACH; CORD-LANDWEHR;
MOERSCHBACHER, 2017; JOSEPH et al., 2021).

Essa transformacdo ocorre quando o grau de desacetilagdo da quitina,
insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes organicos, alcanca um valor
superior a 50%, tornando-se soltvel em meio aquoso acido, onde ha protonacéo de
seus grupos aminos (CAMPANA-FILHO et al., 2007). As proporc¢des relativas dessas
unidades geram caracteristicas estruturais distintas, como o grau médio de acetilacédo
(GA) e a massa molar (MM), cujas caracteristicas estruturais estdo relacionadas as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas do polimero (MACEDO et al.,, 2022;
MARQUES et al., 2020; SAHARIAH; MASSON, 2017).

Estruturalmente, esses polissacarideos, s&o considerados biopolimeros,
formam uma longa cadeia linear compostas por unidades 2-acetamida-2-deoxi-D-
glicopiranose (GIcN) e 2-amina-2-deoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligagdes
glicosidicas B (1—4). O que difere a estrutura entre quitina e a quitosana € a proporgao
encontrada de cada uma dessas unidades repetitivas. Na quitina predominam os
grupos acetamina, enquanto na quitosana predominam o0s grupos amina. No processo
de desacetilagéo alcalina da quitina, os grupos N-acetil (-COCHs) s&o convertidos em

grupos amino (-NHz). Durante esse processo, ligacbes N-acetil do polimero quitina
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vao se rompendo dando origem a D-glicosamina que contém um grupo amina livre
(ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017; YEUL; RAYALU, 2013) (Figura 1).

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura quimica das unidades repetitivas
de quitina e quitosana, (A) GIcN e (B) GIcNAc
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Fonte: Macedo et al. (2020)

Alguns fatores favorecem a utilizacdo da quitosana em aplicac6es biomédicas,
na industria téxtil, alimenticia, de cosméticos e em pesquisas (HAMED; OZOGUL;
MAO et al., 2017; REGENSTEIN, 2016). A exemplo, o fato de poder ser obtida da
quitina, material de fonte renovavel abundante, que aproveita os subprodutos da
pesca de crustaceos muitas vezes rejeitados por industrias pesqueiras, torna seu uso
ecoldgica e financeiramente viavel, associado ao fato de possuir propriedades fisico-
quimicas e biologicas favoraveis como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
bioatividade, mucoadesividade, baixa toxicidade e atividade antimicrobiana. Além
disso, a quitosana apresenta aprovacao para uso pela agéncia americana Food and
Drug Asministration (FDA-USA), que regulamenta o uso de produtos nos alimentos e
farmacos (CASADIDIO et al., 2019; KOU; PETERS; MUCALO, 2021; MUNOZ et al.,
2018; MUXIKA et al., 2017; RAJOKA et al., 2019).

3.1.1 Mecanismo de acao antimicrobiana da quitosana

O mecanismo de acdo envolvido na atividade antimicrobiana da quitosana
ainda ndo esta definido de forma clara, mas autores descrevem que estes podem

estar relacionados as caracteristicas da membrana e da parede celular do micro-
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organismo (LI; YANG; YANG, 2015; SEVERINO et al., 2015). Mais frequentemente

sao descritos 0s seguintes mecanismos:

a). Interacdo eletrostatica entre as cargas positivas da quitosana com as cargas

negativas da superficie de micro-organismos

Ha constatacdo de pesquisas em que a utilizacdo da quitosana resultou em
aglutinacéo das células microbianas e inibicdo de crescimento de micro-organismos.
Tal fato se deve a seus grupos amino que, quando em contato com os fluidos
fisiologicos, se tornam protonados e se ligam aos grupos anidnicos, como
lipossacarideos e proteinas, presentes no envoltorio celular do micro-organismo
(MACHADO et al., 2020; MADUREIRA et al., 2015; MARTINS et al., 2020). Em outras
palavras, nos organismos que possuem membrana celular com carga negativa, ha

interacdo eletrostatica com a quitosana, que possui carga positiva.

Esta interacdo afeta a permeabilidade da membrana e resulta em vazamento
de eletrdlitos e outros constituintes, levando alteracfes que provocam inibicdo do
crescimento bacteriano, da atividade celular e da permeabilidade da membrana
(SEVERINO et al., 2015). Através desse modelo € possivel supor que quanto maior
for o niumero de aminas cationicas, maior sera a atividade antimicrobiana. Atualmente

este mecanismo de acao antibacteriana da quitosana € o mais aceito.

b). Ligacdo da quitosana com os lipideos da membrana, predominantemente acido

lipoteicdico e a complexacao de metais

Nesse caso, ocorre a formacdo de uma membrana polimérica na superficie da
célula, complexando metais, que provoca a diminuicdo da entrada de nutrientes
essenciais para o crescimento microbiano ou, ainda, pode funcionar como uma
barreira de oxigénio que pode interferir no crescimento de bactérias aerdbias (LI et al.,
2010; YUAN; CHEN; LI, 2016).

A quitosana apresenta uma grande capacidade de se ligar a metais. O
grupamento amino presente na molécula de quitosana é responsavel pela adsorgcéo
de cétions metalicos por quelacdo (GOY; BRITO; ASSIS, 2009).

c). Penetracdo das cadeias poliméricas da quitosana no nucleo celular dos micro-

organismos
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Nessa hipétese de mecanismo de acgéo, a penetracdo da quitosana dentro do
ndcleo dos micro-organismos pode inibir a transcricdo do DNA em RNA (GOY; BRITO;
ASSIS, 2009), levando a célula a morte.

Autores sugerem que os trés mecanismos descritos acima podem ocorrer de
forma simultdnea, mas com intensidades diferentes a depender dos diferentes
géneros de micro-organismos, que respondem de forma diferente a acédo da
quitosana. Além de fatores intrinsecos ao micro-organismo, fatores extrinsecos sao
descritos na literatura como influenciadores da atividade antimicrobiana da quitosana,
como o pH do meio, a densidade de carga positiva, a massa molar, e a quantidade
(concentracao) de quitosana (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016; LIZARDI-MENDOZA,
MONAL; VALENCIA, 2016; SAHARIAH; MASSON, 2017).

3.1.2 Atividade de reparacéo tecidual da quitosana

A quitosana tem sido considerada um biomaterial eficiente no processo de
reparacao tecidual devido suas propriedades antimicrobianas (KONG et al., 2010;
YOUNES et al., 2014), analgésicas, coagulante e de reparacdo (LIU et al., 2018;
SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006). Vérios estudos abordam sua acédo em
diferentes fases do processo de reparacéo tecidual, fendmeno bioquimico e fisioldgico
gue visa restabelecer a integridade anatdmica do tecido injuriado (LIU et al., 2018;
OLIVEIRA, DIAS., 2012; PAUL; SHARMA, 2004).

Durante a fase de hemostasia, a quitosana auxilia na homeostase, estimulando
a coagulacéo sanguinea e aumentando a expressao de uma glicoproteina (GPIlb-llla)
nas membranas plaquetarias, promovendo assim a adesdo das plaquetas a parede
vascular e a agregacao plaquetéaria (LIU et al., 2018; PAUL; SHARMA, 2004).

Estudos sugerem que a quitosana diminui a producdo de citocinas proé-
inflamatodrias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1 beta (IL-
1B) o que pode ser benéfico para reduzir a intensidade da resposta inflamatoria (MORI
etal., 1997: HOWLING et al., 2001; RIBEIRO et al., 2021). Por outro lado, a quitosana
pode estimular a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-
10). Essa inducao pode contribuir para a resolucdo eficaz da inflamacao e para a

transicao para as fases subsequentes do reparo tecidual. Ainda pode ativar e acelerar
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a migracao de neutrofilos e macrofagos para o local da lesédo (SHI et al., 2006). Nesse
processo, macréfagos sao ativados por oligdmeros, que liberam interleucinas-1 e
estimulam a proliferagcdo de fibroblastos, elemento celular importante na fase
subsequente da cicatrizacdo, a proliferacéo (OLIVEIRA, DIAS., 2012).

Na proliferacdo, ocorre a formacédo e deposicdo do tecido de granulacdo e
angiogénese. Nessa fase, a proliferagcdo dos fibroblastos pela quitosana leva a
liberacdo de N-acetilglicosaminidase, o qual libera mondmeros necessarios a
biossintese do acido hialurdénico e outros componentes da matriz extracelular. Além
do &cido hialurénico, os fibroblastos estimulam a producéo de fibronectina, elastina,
glicosaminoglicanas (LIU et al., 2018; SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006).

Ha evidéncias de que a quitosana pode interagir com fatores de crescimento
para influenciar positivamente o processo de cicatriza¢do. Os fatores de crescimento
sao proteinas bioativas que desempenham papéis cruciais na regulacédo de processos
celulares, incluindo a proliferacdo, migracao e diferenciacao celular, todos essenciais
para a reparacéo tecidual. Dentre os fatores de crescimento, destacam-se o fator de
crescimento transformador beta (TGF-B), que induz a migracdo de macrofagos para
areas feridas, levando a aumento da secrecéo de colageno, e o fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF), que estimula a angiogénese além de promover a
sintese de glicosaminoglicanos, proteoglicanos e colageno (HOWLING et al., 2001;
WANG et al., 2020).

A quitosana, ainda absorve os fluidos provenientes da ferida e promove um
efeito analgésico devido a ionizacdo dos seus grupos (LIU et al., 2018; PAUL;
SHARMA, 2004).

3.1.3 Massa molar da quitosana e relagdo com a atividade antimicrobiana

A massa molar média (MM) da quitosana varia de acordo com sua origem e
seu processo de obtencdo. Parametros como concentracdo da solugdo alcalina,
temperatura, tempo e condicdes atmosféricas, empregadas na reacdo de
desacetilacdo da quitina, estdo entre os fatores que influenciam essa variacdo que
pode afetar a solubilidade, a viscosidade, a biodegradabilidade, a cristalinidade, a
biocompatibilidade e a resposta celular em suas aplicagbes (LIZARDI-MENDOZA,
MONAL; VALENCIA, 2016; MARQUES et al., 2020).
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Entre os métodos para caracterizacdo da (MM) da quitosana estdo a
cromatografia de permeacdo em gel (METHACANON et al., 2003), cromatografia de
exclusao por tamanho (NGUYEN et al., 2017) e viscosimetria capilar (GARCIA, 2001).
A partir da determinagdo da massa molar, ocorre a classificagdo do polimero em baixa,
média ou alta massa molar, sendo que alguns autores ainda utilizam o termo
oligoquitosana para definir quitosanas de cadeia curta (geralmente abaixo de 10.000
g/mol) (GOY; BRITO; ASSIS, 2009; GROBLER, 2018; KULIKOV et al., 2014).

Essa caracteristica fisico-quimica da quitosana é importante para entender
suas propriedades funcionais. Manipulando a MM da quitosana, as propriedades
funcionais podem ser controladas; por exemplo, a viscosidade e a solubilidade. Devido
as alteracBes nessas propriedades, autores sugerem que a MM € um fator importante
gue interfere na atividade antimicrobiana da quitosana e leva a mecanismos de agao
diferentes na inibicdo de micro-organismos, sendo esta uma caracteristica importante
a ser determinada previamente para o desenvolvimento de um biomaterial (DOTTO;
VIEIRA; PINTO, 2015; GARCIA et al., 2018, 2020; KAYA; ASAN-OZUSAGLAM;
ERDOGAN, 2016; KULIKOV et al., 2014).

Conforme dito anteriormente, além das caracteristicas da membrana celular e
da parede dos fungos, estudos relatam que efeitos antimicrobianos distintos podem
ser observados quando quitosana de diferentes MM s&o aplicadas. A depender da
massa molar da quitosana (oligo-quitosana, baixa, média e alta massa molar) essa
interacdo pode ocorrer de diferentes maneiras, sendo este um dos fatores extrinsecos
gue podem influenciar seu modo de acdo (GARCIA et al., 2018; KULIKQV et al., 2014;
YOUNES et al., 2014).

A literatura menciona diferentes mecanismos de acdo da quitosana contra
fungos, baseado principalmente na interacdo eletrostatica entre cargas positivas dos
grupos amino protonados da quitosana e as cargas negativas da parede celular,
causando seu rompimento e a liberacdo de componentes intracelulares (LI; YANG,;
YANG, 2015; SEVERINO et al., 2015), o que esta principalmente relacionado com a
guitosana de alta massa molar. Ja a quitosana de baixa massa molar pode apresentar
um duplo mecanismo de a¢ao, conseguindo penetrar na parede celular e se combinar
com o DNA e inibir a sintese de mRNA e a transcricdo de DNA, e ainda causar ruptura
da membrana celular (KIM; RAJAPAKSE, 2005; KONG et al., 2010). Também pode
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ocorrer a inibicdo do crescimento microbiano pelo quelacdo de nutrientes e metais
essenciais (YUAN; CHEN; LI, 2016).

Garcia et al. (2018) realizaram estudo para avaliar a MM da quitosana na
atividade antifungica contra células planctonicas e biofilme de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Solucdes de quitosanas com alta (~247.800
g/mol), média (~140.500 g/mol) e baixa (~75.600 g/mol) MM foram preparadas em 1%
(p/ v) de acido acético glacial 99% e testadas nos fungos. Nas células plancténicas o
efeito da MM foi observado para as cepas de C. parapsilosis e C. tropicalis, com alta
MM apresentando maior atividade antimicrobiana. Para C. albicans, a MM de
quitosana ndo modulou o efeito inibitério. Com relacéo aos biofilmes, a MM néo teve

influéncia na atividade da quitosana.

Ainda, a MM da quitosana foi testada contra células platénicas de Candida spp.
em estudos realizados por Kulikov et al. (2014), onde oito amostras de
oligoquitosanas, com MM na faixa de 0,73-19,99 kDa, causaram altera¢Ges graves da
parede celular e estrutura celular interna do fungo testado. As oligoquitosanas
mostraram uma alta atividade fungistatica e fungicida e as concentracdes minimas
inibitérias (MICs) foram significativamente dependentes das MM. Oligoquitosanas
com MM entre 10 e 20 kDa exibiram atividade maxima na supressdo da multiplicacéo
de células de levedura e causaram alteracdo severa da parede celular do fungo.
TAYEL et al. (2010), testou quitosanas de diferencas MM (32.000, 38.000, 138.000 e
184.000 g/mol) contra trés cepas de C. albicans e provou que a quitosana interage
principalmente com parede celular de levedura, causando inchago severo, formas

asperas assimétricas e lise. As amostras com menor MM foram as mais eficazes.

Outros estudos realizados com espécies de candidas também evidenciaram
efeito inibitdrio desse fungo a depender da MM e do micro-organismo testado (KAYA;
ASAN-OZUSAGLAM; ERDOGAN, 2016; SEYFARTH et al., 2008). Os resultados
encontrados podem ser com base nas diferencas da composi¢ao e na densidade de
cargas da parede celular das espécies de candida, onde C. albicans tem menor
densidade de carga negativa na superficie da célula, seguida por C. tropicalis e C.
parapsilosis (PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos conduzidos por Garcia et al. (2020), com quitosanas de alta (984,7

kg.mol1), média (467,2 kg.mol?) e baixa (206,4 kg.mol't) MM também mostraram uma
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grande variacdo nos valores MIC para a espécie Sporothrix brasiliensis. A quitosana
de baixa MM apresentou um maior efeito inibitério do que as outras quitosanas, tanto
para as formas planctdnicas como de biofiime do fungo, visto que menores
quantidades de quitosana foram necesséarias para reduzir o crescimento de S.
brasiliensis. Os autores evidenciam que esses resultados podem ser devido a
composicdo da parede celular desse fungo, que apresenta grande quantidade de
lipidios e proteinas, sendo que os compostos que conferem cargas negativas a
superficie da parede celular favorecem a interacdo eletrostatica com a quitosana, que

possui carga positiva.

Em estudos realizados por Younes et al. (2014), quinze amostras de quitosanas
com diferentes MM foram utilizadas para investigar a eficacia antimicrobiana contra
bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas e fungos (Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum e Alternaria solani). Em relacdo a atividade antifungica, o efeito
inibitorio testado frente aos fungos A. niger e A. solani ndo demonstrou dependéncia
com a MM da amostra de quitosana utilizada. J& para o fungo F. oxysporum houve
aumento no efeito inibitério com o aumento da MM. Foi verificado que nas bactérias,
o efeito inibitorio diferiu em relagdo a MM das amostras de quitosana, sendo que nas
Gram-negativas a atividade antibacteriana aumentou com a diminuicdo da MM,

enguanto o efeito oposto foi observado para as Gram-positivas.

Em outro estudo realizado, a tendéncia observada contra Aspergillus flavus foi
um aumento da atividade do polimero com o aumento da MM (GABRIEL; TIERA;
TIERA, 2015). Neste estudo trés quitosanas de diferentes MM (16,9; 176 e 517,7 kDa)
foram utilizadas examinando o grau de crescimento micelial de A. flavus. Os efeitos
inibitérios aumentaram com aumento das MM de polimero (16,9 kDa < 176 kDa <
517,7 kDa). No entanto, QIU et al. (2014) observaram o inverso para 0 crescimento
de Fusarium concentricum, inibido em 89% e 74% para baixa e alta MM,
respectivamente. A atividade antifUngica da quitosana contra B. cinerea também
diminuiu com aumento da MM (BADAWY; RABEA, 2009).

Embora os fungos estudados difiram, os resultados mostraram uma forte
dependéncia dos seus indices de inibicdo com a MM da quitosana. Diferencas na MM

levaram a diferentes tipos de interagdo com a célula fungica, levando a diferentes
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mecanismos de acdo. A Tabela 1 apresenta estudos que evidenciaram 0 uso de

quitosana com diferentes massas molares frente a fungos.

Tabela 1- Sintese de dados obtidos em publicagfes referente a comparagéo da
massa molar da quitosana e sua acao em fungos

Autor/Ano Amostra Met_odo~de Fungo testado | Resultados encontrados
aplicacédo
Nas células planctonicas,
para o C. tropicalis e C.
parapsilosis o
Quitosanas com Solugéo de . _crescimento fungico
alta (~247.800 quitosana C. albicans, diminuiu com o_aumento
Garcia et g/mol), média dissolvidas em C. tropicalis da MM da_ quitosana
al. (2018) | (~140.500 g/mol) Scido acético : Para C. albicans, a MM
e baixa (~75.600 glacial C. parapsilosis de quitosana ndo
g/mol) MM modulou o efeito inibitorio
Nos biofilmes, a MM néo
teve influéncia na
atividade da quitosana.
Quitosana com
baixa (3.220 Para a Ieve_dura C.
Kaya; g/mol) MM obtida Solugao de alblgans, a quitosana de
Asan- do escorpido " C. albicans baixa MM apresentou
Ozusaglam; Mesobuthus _gurosana maior efeito inibidor
Erdogan gibbosus e d!sgolwda,s.em C. glabrata
(2016) ' quitosana acido acético Para C. glabrata, a MM
) de quitosana néo
corr)e_rual de modulou o efeito inibitorio
média MM
As oligoquitosanas
mostraram uma alta
atividade fungistatica e
fungicida.
Oligoquitosanas
com MM de Oligoquitosanos com MM
0,73, 1,52, 2,09, Solugéo de . entre 10 e 20 kDa
Kulikov et | 5,98, 8,39, 9,69, | oligoquitosana C. albicans exibiram
al. (2014) 15,06, 19,99, 70 atividade maxima na
e 600 kDa supresséao da
multiplicagdo de células
de levedura e causaram
alteracdo severa da
parede celular
As amostram inibiram
Solugéo de (_afetivamente o]
Tayel et al. | Quitosanas com quitosana . crescimento .de cepas do
(2010) | MM de32.000, | dissolvidas em C. albicans C. Albicans.

38.000, 138.000
e 184.000 g/mol

acido acético

As amostras com menor
MM foram as mais
eficazes
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C. albicans e C. krusei
C. albicans foram as espécies mais
) Solucdo de _ sensiveis.
Seyfarth et Quitosanas de quitgsana C. krusei o o
al. (2008) baixa e alta MM A atividade antifungica
' C. glabrata decresce com a
diminuicdo da MM
Amostras de alta, média e
baixa MM foram capazes
] de inibir S. brasiliensis em
Quitosanas com Solugdo de até 60%, 69% e 88%,
y altal (1?84"7d' quitosana respectivamente
g.mol?t), média : s S
Garciaet | (467,2 kg.mol?) dlsgglwda,s{.em S. brasiliensis Na atividade metabdlica,
al. (2020) e baixa (206,4 acido acetico quitosana de alta, média
kg.mol1) MM e baixa MM,
apresentaram valores de
inibicdo de 61%, 70% e
89%, respectivamente
. itosana com x A amostra com MM

DOttO, gjl Solucao de Leveduras

Vieira; MM de 150.000 e quitgsana menor apresentou melhor
Pinto. 300.000 g/mol Bolores efeito microbiolégico
(2015)

Gabriel; Quitosanas com Solugao de A. flavus Aumento da atividade do
Tiera: MM 16,9, 176 e Litosana N polimero com o aumento
Tiera, 517,7 kDa q A. parasiticus da MM
(2015)

Para os fungos A. niger e
de quitosanas A. niger, dependéncia do efeito

Younes et com MM Solugéo de F. oxysporum inibitorio com a MM

al. (2014) 4o \é%r(l)anoi% Sd% 0 quitosana ' | Para os fungos F.

' /a | ' A. solani oxysporum houve
g/mo aumento no efeito inibitério
com o aumento da MM
Solucio de Quitosana de baixa e alta
Qiu et al. Quitosanas de quitgsan a E ) MM, apresentaram
(2014) baixa e alta MM dissolvidas em - concentricum valores de inibicdo de
o . 89% e 74%,
acido acético .
respectivamente
Solucgéo de
Badawy; qg'goialnci d% '\7/”\>f| Solucio de B. cinerea A atividade antifungica
Rabea, (104 57x10%e quitgsana aumentou a medida que a
(2009) 2.9 x 105 g / mol) MM da quitosana diminuiu

Fonte: Autoria propria
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Em relacdo a atividade antibacteriana, varios estudos tém demonstrado que
existe relacdo entre a MM das cadeias poliméricas da quitosana e o seu mecanismo
de acao frente a grupos de micro-organismos especificos, o que pode interferir na
inibicdo do crescimento destes, parecendo ser fundamental para compreender a
eficacia da quitosana (MACEDO et al., 2022; MELLEGARD et al., 2011; YUAN et al.,
2020).

A exemplo, Bano e colaboradores (2017), conduziram um estudo onde
atividade a bacteriana de quitosanas com MM variavel foi investigada contra os
patdgenos P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis e S. aureus. Os efeitos inibitdrios também
diferiram para quitosanas com MM distintas nos diferentes tipos de bactérias. A
quitosana de alta MM (220.000 g/mol) ndo mostrou nenhuma atividade bacteriana,
enquanto as quitosanas de baixa MM MM (801, 473 e 259 g/mol) exibiram atividade
antibacteriana contra todas as cepas sob investigacdo. Foi observado que P.
aeruginosa e E. coli foram mais sensiveis frente a todas as quitosanas de baixa MM.
Além disso, quanto menor a MM da quitosana, maior foi o efeito inibitério. Os autores
sugeriram que a eficiéncia antibacteriana da quitosana dependente da MM e

concentracéao utilizada.

Ainda, estudos realizados por Younes et al. (2014), mostraram que o uso de
quitosanas com diferentes MM apresentaram diferentes efeitos em bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

Outros estudos realizados com diferentes espécies de bactérias também
verificaram que a atividade antimicrobiana da quitosana esta diretamente relacionada
com a MM, assim como ao micro-organismo estudado (KULIKOV et al., 2014;
YOUNES et al., 2014). Essas diferencas encontradas na agao antimicrobiana da
quitosana, para as diferentes espécies, podem estar relacionados com a parede
celular do micro-organismo com base na composicao e densidade de carga negativa
(LI et al., 2010; LI; YANG; YANG, 2015; SEVERINO et al., 2015).

Além disso, diferencas na MM levam a diferentes tipos de interacdo com a
célula (ou parede celular), levando a distintos mecanismos de acdo. Uma hipotese é
a de que quitosanas com alta MM n&o conseguem penetrar pela membrana celular e,
portanto, formam peliculas (barreira fisica) ao redor da célula que bloqueia o

transporte de nutrientes, resultando em morte celular (KONG et al., 2008; LI et al.,
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2010). Quitosanas de alta MM podem ainda interagir ou se ligar a membrana celular
para modificar sua permeabilidade, causando perturbacées na célula e fuga do
material intracelular (GARCIA et al., 2020). Ja a quitosana com baixa MM tem maior
facilidade em penetrar nas células microbianas, e assim, causam a inibicdo de varias
enzimas, interrompem a sintese de proteinas, ligam-se ao DNA inibindo a sintese de
MRNA, causando distarbios no metabolismo desses micro-organismos (KIM;
RAJAPAKSE, 2005; KULIKOV et al., 2014; YOUNES et al., 2014). A Tabela 2
apresenta estudos que evidenciaram o uso de quitosana com diferentes massas

molares frente a bactérias.

Tabela 2- Sintese de dados obtidos em publicacGes referente a comparacéo da
massa molar da quitosana e sua acao em bactérias

Autor/Ano Amostra Método de Bactéria testada | Resultados encontrados
aplicacao
; L. garvieae Para a bactéria L.
Quitosana i
; B. subtilis monocytogenes a
com baixa MM . . )
Kaya et al. (3,22 kDa) S. agalactiae quitosana de baixa MM
(2016) obtida do Solugzo de L.monocytogenes apresen'go_u maior efeito
i~ . inibidor
escorpiao guitosana
Mgsobuthus dls_f,olwda,s_em V. alginolyticus, Para a bactéria B. subtilis,
gibbosus e acido acético - : o
Litosana Y. enterocolitica e | a quitosana de média MM
9 . S. enteritidis). apresentou maior atividade
comercial de g .
1 antimicrobiana
média MM
A amostra com alta MM
ndo apresentou atividade
Bano et al. Quitosanas de bacteriana, enquanto as de
(2017) . baixa MM exibiram
MM alta P. aeruginosa atividade antibacteriana
(220.000 Solucgéo de E. coli
g/mol) e baixa quitosana P. mirabilis . .
P. aeruginosa e E. coli
(801,473 ¢ S. aureus P
foram sensiveis a todos os
259 g/mol) . )
tipos de quitosanas.
Quanto menor a MM, maior
foi o efeito inibitdrio
Gram-negativas: Para bactérias Gram-
E. coli negativas a atividade
. P. aeruginosa antibacteriana aumentou
Quinze : L
Younes et ~ K. pneumoniae com a diminuicdo da MM,
amostras de Solucéo de . ; .
al. (2014) ) : S. typhi enquanto o efeito oposto foi
guitosanas guitosana
. . observado para as Gram-
com MM dissolvidas em Gram-positivas: ositivas
variando de HCL S zEureus ' P
42,5a135 '
B. cereus
kDa .
E. faecalis
M. luteus
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Quitosanas A quitosana comercial
com MW 4,30 inibiu 0 S. aureus mais
Laokuldilok KDa eficientemente
et al. (Quitosana Gram-positiva:
(2017) comercial) e Soluggo de S. aureus As bgcterlas GramT
51,143e Litosana S. typhimurium negativas foram mais
41.1 kDa g q i S. enteritidis suscetiveis & inibicao
(quitooligossac Issolvidas em guanto menor a MM
. acido acético .
arideos Gram-negativas:
derivados da E. coli
quitosana
comercial)
Solucio de A amostra com MM menor
Dotto; Quitosana ue - apresentou melhor efeito
S quitosana Bactéria . o
Vieira; com MM de dissolvidas em mesofilica microbiolégico
Pinto, 150 e 300 kDa 4cido acético
(2015)
. Em condigdes de pH é&cido,
Chang et Quitosana Solucgéo de a atividade aumentou com
com MM de .
al. (2015) quitosana . 0 aumento da MM
3,3,7,1, 29,2, . . E. coli
72,1,156 e dissolvidas em E. aureus
300 KkDa HCL ' Em pH neutro, a atividade
aumentou a medida que a
MM diminuiu
Fonte: Autoria propria
3.2 CURCUMA

A curcuma longa, também conhecida como acafrdo indiano, acafrédo-da-terra

ou gengibre-dourado, € derivada da clircuma, uma planta herbacea perene da familia

do gengibre (Zingiberacea). Em seu rizoma € possivel encontrar um pigmento bioativo

chamado curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)

-1,6-heptadieno-3,5-diona)

(Figura 2). A curcumina é um composto fendlico hidrofébico natural, muito utilizado na

culinaria, e que possui diversas propriedades terapéuticas com uso seguro

reconhecido por diversas agéncias reguladoras de saude, incluindo a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil e a Food and Drug Administration
(FDA) nos Estados Unidos (AHSAN et al., 2020; HEWLINGS; KALMAN, 2017).

Figura 2- Estrutura quimica da curcumina
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A curcumina € um pigmento amarelo ou laranja insolivel em agua que
corresponde a cerca de 3-5% da composicdo quimica do acafrdo. Desde o século VI
DC, encontram-se evidéncias de que a curcumina era usada para a saude e

preservacao de alimentos na medicina tradicional chinesa e indiana (TANG, 2020).

Devido a sua estrutura quimica e a presenca de grupos hidroxila e metoxi, a
curcumina possui diversas propriedades, principalmente antimicrobiana, antioxidante
e anti-inflamatoéria (BARCHITTA et al., 2019; SONG et al., 2019; XIANG et al., 2018).

3.2.1 Atividade antimicrobiana da curcuma e curcumina

A atividade antimicrobiana da curcuma foi constatada contra as espécies S.
aureus, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae e E. coli
(NAWAS, 2018; NEYESTANI et al., 2019) em parasitoses como Giardia lambria,
Schistosoma mansoni, Plasmodium e Leishmania (HADDAD; SAUVAIN; DEHARO,
2011; RAl et al., 2020).

Estudos in vitro e in vivo demonstram atividade antimicrobiana da curcumina
contra diferentes tipos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ADAMCZAK;
OZAROWSKI; KARPINSKI, 2020; HUSSAIN; ATRAY, 2022; MUNIR et al., 2022;
PARHAM et al., 2020; TEOW et al., 2016) e contra diversas espécies de fungos
(DIASTUTI; ASNANI; CHASANI, 2019; FERREIRA et al., 2013; PAUL; MOHANRAM,;
KANNAN, 2018).

Estudo realizado por Adahoun et. al. (2017) e colaboradores, através de um
ensaio in vitro utilizando circuma e nanoparticulas de curcumina contra quatro cepas
bacterianas  diferentes, duas Gram-positivas  (Micrococcus luteus e
Staphylococcus aureus) e duas Gram-negativos (Escherichia e Pseudomonas
aeruginosa), indicam que o composto seguro da nanocurcumina tem uma capacidade
potente como atividade antimicrobiana. Os resultados mostram que as bactérias
Gram-positivas tiveram maior sensibilidade do que as bactérias Gram-negativas para

curcumina e nanocurcumina.

Doze diferentes concentracdes de extrato de curcuma foram preparadas e

avaliadas enquanto sua atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli, utilizando
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o método de difusdo em pocos de agar. A maioria das bactérias apresentou resisténcia
aos antibioticos, mas esses patdgenos foram sensiveis ao rizoma de curcuma longa,
0 que confirma a eficacia como antibacteriano natural. Ainda, estudos realizados por
Teow et al. (2016) demonstram que a curcumina € eficaz contra S. aureus, exercendo
efeitos ainda mais potentes quando usada em combinacdo com varios outros agentes

antibacterianos.

Referente a atividade antifUngica em experimentos in vitro, realizado através do
meétodo de diluicdo em agar e avaliada contra Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Epidermophyton sp, Pénicillium sp e T. rubrum, os resultados exibiram atividades
significativas contra A. fumigatus, Epidermophyton sp, Pénicillium sp e T. rubrum
(DIASTUTI; ASNANI; CHASANI, 2019). Outro estudo também demonstrou atividade
antifangica da curcumina contra C. albicans e outras espécies, como C. glabrata, C.
tropicalis e espécies de Candidas resistentes ao fluconazol. Os testes foram
realizados utilizando o método de diluicdo em caldo e método de 4gar; a amostra de
curcumina foi associada a nitrato de prata e os valores da concentracdo inibitoria
minima encontrados variaram de 31,2 yg/mL a 250 yg/mL. C. glabrata e C. albicans
foram as espécies que tiveram maior inibicdo do crescimento e C. tropicalis foi a
espécie que menos demonstrou inibicdo (PAUL; MOHANRAM; KANNAN, 2018).

3.2.2 Atividade de reparacao tecidual da curcuma

A atividade antioxidante e os efeitos anti-inflamatdrios da curcumina estdo
intimamente relacionados com a sua estrutura fendlica O-H e C-H. Esta, promove
coagulacéao, migracdo de fibroblastos, formacao do tecido de granulagéo, deposicéo
de colageno e controla a apoptose das células favorecendo a reepitelizacao,
remodelacdo tecidual e contracdo da ferida. Ainda, € relatado na literatura que a
curcumina pode aumentar a expressao de fatores de crescimento celular, como o fator
de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), que sao cruciais para a regeneracao de tecidos danificados (AGGARWAL,
HARIKUMAR, 2009).

Quando aplicada em feridas, a curcuma € capaz de inativar as especies

reativas de oxigénio e reduzir a peroxidacao lipidica. Seu efeito também € evidenciado
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na reducao da expressao de citocinas e genes que atuam em respostas inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e citocinas pro-inflamatorias séricas,
incluindo IL-6, TNF-a e IL-1j3, e os niveis de expressao de TLR4, TLR2 e TNF-a, além
de suprimir a ativagdo de NF-kB e os niveis de degradagao de IkBa (BARCHITTA et
al., 2019; SONG et al., 2019). Possui ainda acao antioxidante, protegendo as células

da pele contra danos causados por radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo.

3.3 MICRO-ORGANISMOS

3.3.1 Bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli

O S. aureus € uma bactéria cocos Gram-positiva, de formato esférico, com
diametro préximo a 1 um que possui coldnias de pigmentacdo amarelada. Pertencente
a familia Micrococcacea, € um organismo anaerébio facultativo, ndo esporulado e sem
motilidade (MALHEIROS et al., 2009).

Frequentemente encontrada no nariz, nas vias respiratorias e na pele, nem
sempre esse micro-organismo é patogénico. No entanto, devido a producao de toxinas
potentes e a multiplicacdo em tecidos, expressando proteinas de superficie celular
que se ligam e inativam anticorpos, € uma causa comum de infeccfes da pele e
tecidos moles, sendo sua leséo tipica o abscesso, que geralmente sofre necrose
central (furdnculos, celulites e espinhas). Esses micro-organismos também podem se
disseminar via corrente sanguinea, gerando infeccdes graves, de dificil tratamento,
como infeccBes respiratérias, meningite, endocardite, septicemia, intoxicacdes
alimentares e outras (TONG et al., 2015).

A E. coli é uma bactéria Gram-negativa, com bacilos de 1,1 a 1,5 um de
diametro x 2,0 a 6,0 um comprimento, pertencente a familia Enterobacteriaceae e ao
género Escherichia. Sao caracterizadas por serem anaerdbios facultativos, que
realizam oxidase negativa e catalase positiva, fermentadores de lactose, sacarose e
glicose (com producdo de gas), apresentando ou ndo motilidade (DE OLIVEIRA
SOUZA et al., 2016).

Embora seja um habitante da flora normal do trato intestinal inferior dos

vertebrados, ajudando na producéo de certas vitaminas e participando da digestao de
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alimentos que nao seriam digeridos sem a sua presenca, essa bactéria apresenta
cepas consideradas patogénica tanto para o0 homem quanto para os animais (DE
OLIVEIRA SOUZA et al., 2016).

As infeccbes causadas pelas bactérias S. aureus e E. coli aumentam os gastos
hospitalares e sdo um problema de saude publica. Devido a fatores de viruléncia e
por desenvolverem resisténcia a antibioticos, essas bactérias sdo alvos de estudos
que buscam estratégias inovadoras de controle e drogas capazes de conter sua
patogenicidade (SONG et al., 2019).

3.3.2 Fungo Trychophyton rubrum

De acometimento geografico global, principalmente entre criancas, idosos e
imunocomprometidos, os fungos dermatoéfitos estéo entre os agentes etioldgicos que
causam infec¢cdes no homem (LEE et al., 2015). Ao invadirem tecidos como a pele,
cabelo e unhas dos mamiferos, esses fungos obtém seus nutrientes principalmente a
partir da queratina dos tecidos parasitados, causando micoses conhecidas como
dermatofitoses ou tinhas (do latim tineas) (CIESIELSKA et al., 2021; MARAKI;
MAVROMANOLAKI, 2016).

Os dermatdéfitos constituem um grupo de fungos filamentosos queratinoliticos,
ou seja, utilizam substratos gqueratinizados como fonte de carbono, nitrogénio e
enxofre. S&o pertencentes a classe dos Hiphomycetes, subdivisdo Deuteromycotina
e sao divididos em trés géneros Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum
(AHMADI et al., 2016). Eles estdo entre os poucos fungos que causam doencas
transmissiveis e sua transmissao ocorre por contato direto com escamas epidérmicas
da pele, pelos ou unhas de animais e humanos infectados, ou indireto por fomites
contaminados (BONTEMS et al., 2020).

Dentro os fungos classificados como género dermatéfito, o Trichophyton inclui
varias espécies, algumas das quais se destacam pela grande importancia na
micologia médica. Dentre essas espeécies, o T. rubrum apresenta relevancia clinica
devido a alta prevaléncia de infec¢des, sendo uma espécie antropofilica amplamente
distribuida no mundo, o que pode ser verificado através de estudos realizados na
Suica (BONTEMS et al., 2020), na Coréia do Sul (LEE et al., 2015), na Italia (VENA
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et al., 2012) e na Bélgica (ROSALIE et al., 2021), que apontam essa espécie como

principal agente etiologico de infecgéo fangica cutanea.

No Brasil, estudos realizados no Rio Grande do Sul (ROCHA et al., 2018) e em
Natal (SILVA-ROCHA; DE AZEVEDO; CHAVES, 2017) apresentaram o T. rubrum
como a espécie clinica mais frequentemente isolada, reforcando os dados da literatura

que apontam essa espécie como a de maior prevaléncia dentre os dermatofitos.

O T. rubrum tem sido considerado como um fungo antropofilico, filamentoso,
patogénico e cosmopolita. Comumente esta espécie é utilizada para estudo de
mecanismos moleculares relacionados ao crescimento, metabolismo, patogenicidade
e resisténcia aos antifingicos de micoses superficiais (FERREIRA-NOZAWA et al.,
2006; MARANHAO et al., 2011).

As micoses causadas pelo T. rubrum incluem um amplo espectro de
manifestacdes clinicas, onde a infeccdo pode se propagar a partir de uma localizacéo
primaria através de autoinoculacdo, e lesbes secundarias podem surgir
posteriormente acometendo diferentes localizag6es anatdmicas do corpo. As lesdes
podem ser simultdneas, intermitentes ou podem ocorrer apés um intervalo de tempo,
e sua gravidade varia conforme a localizacdo anatdbmica e a resposta imune do
hospedeiro (PERES et al., 2010).

Dentre as principais lesdes, destacam-se a tinea pedis (micose no pé), tinea
unguium (micose nas unhas), tinea cruris (micose na virilha) e tinea corporis (micose
na pele do corpo) (ZHENG et al., 2020). A tinea é consequéncia da reacdo do
hospedeiro as enzimas liberadas pelo fungo durante o processo de digestdo dos
tecidos queratinizados para a obtencdo de nutrientes (ELAVARASHI; KINDO;
RANGARAJAN, 2017).

Geralmente nas infeccbes de pele, as lesdes mais caracteristicas sao
circulares, eritematosas, descamativas, pruriginosas e delimitadas por bordos
elevados. Nas infec¢cdes de unha (onicomicoses) pode ocorrer descolamento das
bordas, espessamento, aparecimento de manchas brancas e até distrofia total das
unhas. A depender do estado imunologico do hospedeiro, os sintomas podem variar
de brandos a severos (PERES et al., 2010; ROUZAUD et al., 2016).



39

Essas infeccdes geralmente se associam a quadros clinicos de evolucéo
cronica, de progressao lenta, com lesdes disseminadas e persistentes. Resisténcia
terapéutica e historico de recidivas ou de reinfec¢des € muito frequente nos pacientes
que possuem a doenca, o que pode afetar a qualidade de vida do individuo devido
guestdes estéticas, complicacdes secundarias e da dificuldade terapéutica na pratica
clinica (AHMADI et al., 2016; CAFARCHIA et al., 2013). Além disso, 0 aparecimento
de linhagens resistentes aos medicamentos antifungicos disponiveis no mercado, e 0
comportamento invasivo deste agente, principalmente em pacientes com o sistema
imune comprometido, levam a necessidade de se ampliar o conhecimento sobre a
utilizacdo de novos compostos antimicrobianos, na tentativa de se desenvolver
estratégias terapéuticas (ROUZAUD et al., 2016; SHEN et al., 2022).

3.4 PELE E REPARACAO TECIDUAL

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, tem como principal funcdo revestir
praticamente toda a superficie do corpo, isolando as estruturas internas do meio
externo, constituindo assim uma barreira defensiva e reguladora que impede a entrada
de micro-organismos e substancias nocivas, controlando a perda de &gua, a
movimentacado de eletrélitos e macromoléculas. Sua integridade é essencial para o
sistema tegumentar (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013; KIERSZENBAUM, 2004).

Histologicamente, a pele € constituida por camadas distintas que possuem
células com carateristicas e funcdes especificas. A mais superficial € denominada
epiderme e a mais profunda derme. Subjacente a estas duas camadas, encontra-se a
hipoderme, um tecido adiposo subcutaneo, formado por adipécitos (SZWED;
SANTOS., 2015).

A camada externa da pele, a epiderme, é formada por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado e avascularizado. Constituida principalmente pelos
gueratinécitos, melandcitos, células de Largerhans e células de Merkel, essa camada
€ o primeiro tecido a ter contato direto com 0 meio exterior e € a principal responsavel
pela protecdo inicial a agentes externos (DOMANSKY; BORGES, 2014,
KIERSZENBAUM, 2004).
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Ja a derme, localizada abaixo da epiderme, € formada por tecido conjuntivo
altamente vascularizado composto por proteinas fibrosas como colageno, elastina e
reticulina. Dentre suas ceélulas destacam-se os fibrécitos, basofilos, histocitos e
fibroblastos, esta ultima a principal linhagem de célula encontrada nessa camada
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Nesta regido encontram-se também vasos
sanguineos, linfaticos, terminacdes nervosas, foliculos pilosos, masculos eretores do
pelo, glandulas sebaceas e sudoriparas. Dentre suas funcbes, estdo a sintese de
colageno, elastina e substancia fundamental amorfa para formagdo da matriz
extracelular (KIERSZENBAUM, 2004).

A hipoderme, camada mais profunda formada por tecido adiposo, é também
chamada de tela subcutanea. Constituida por adipécitos, tem as funcdes de
armazenar reserva energética, termorregulacédo e equilibrio mecéanico. Esse tecido
libera adipocinas com caracteristicas anti-inflamatorias que atuam principalmente na
regido da derme (KIERSZENBAUM, 2004).

Devido a sua ampla dimenséo e distribuicdo anatdbmica, a pele esta exposta a
constantes danos fisicos, quimicos e microbiolégicos que frequentemente resultam na
descontinuidade do tecido, culminando em lesdes e feridas cutaneas (DOMANSKY;
BORGES, 2014). Uma vez a pele lesada, inicia-se o processo de reparacao tecidual,
fenbmeno bioquimico e fisiol6gico que visa restabelecer a integridade anatdémica do
tecido injuriado. Esse processo se da por meio de respostas e/ou interacdes celulares
e moleculares envolvendo uma cascata de eventos descritas em fases
interdependentes: hemostasia e inflamacdo, formacéo e deposicdo do tecido de
granulacao (proliferacdo) e remodelacdo da matriz extracelular (KIERSZENBAUM,
2004).

Logo apds a lesdo, inicia-se o processo inflamatorio, que constitui uma reposta
vascular e celular onde ocorre a deposicao de plaquetas e ceélulas de defesa que
fagocitam os restos celulares e liberam quimiotaticos que sinalizam a angiogénese
(KIERSZENBAUM, 2004). Os neutrdfilos estdo envolvidos no controle da infec¢ao, no
desbridamento tecidual e no aumento da permeabilidade vascular. Os macréfagos sao
0S responsaveis pela transicao da fase inicial da resposta inflamatoria para as fases
seguintes da reparacdo. Nesta fase, a vasoconstricdo e formacdo de coagulo

composto por fibrina restabelece a homeostase fornecendo um ambiente para que
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fatores de crescimento sejam liberados pelas plaquetas, evitando assim a perda
excessiva de sangue nos vasos lesados, protegendo o organismo contra agentes
externos e disponibilizando uma matriz proviséria para o inicio da organizacdo da
ferida (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os macrofagos, também ativam os
elementos celulares das fases subsequentes da cicatrizacao, tais como fibroblastos e
células endoteliais (OLIVEIRA et al., 2012).

Do quarto dia até o décimo quarto dia ocorre a proliferacao, onde os fibroblastos
migram para o ferimento e a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido
granuloso conjuntivo constituido de colageno. Além do colageno, os fibroblastos
também secretam fibronectina, elastina, glicosaminoglicanas e acido hialurdnico.
Além disso, a epiderme influencia o processo de reparacéo produzindo VEGF, PDGF
e TGF-B (KIERSZENBAUM, 2004). Essa fase pode ser dividida em quatro eventos:
reepitelizacdo, angiogénese, formacédo de tecido de granulacdo e deposicdo de
coladgeno, estas sucedem o periodo de maior atividade da fase inflamatéria e d&o inicio
a fase de remodelacéo, considerada a fase final do processo de reparo de uma ferida
(SZWED; SANTOS, 2015).

Na fase de remodelacéo, as fibras colagenas liberadas de forma organizada
pelos fibroblastos na fase anterior predominam, e o tecido de granulacéo é convertido
em tecido cicatricial. Esse processo se da por meio da substituicdo das fibras de
colageno do tipo Il (mais delgadas) para as do tipo | (mais espessas), organizadas ao
longo das linhas de tens&o para que maior resisténcia e tragao seja conferida ao tecido
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). H& um equilibrio de producdo e destruicdo das
fibras de colageno neste periodo, por acdo da enzima colagenase produzida por
macrofagos, fibroblastos, leucocitos e células epiteliais. Com a evolucao do processo,
h& diminuicdo na deposicdo de coldgeno e a maioria das células desaparece,
formando finalmente o tecido cicatricial (MACEDO, 2013). Essa fase pode durar
meses até que o tecido esteja reparado, passando por etapas de producdo,

deposicéao, digestao e reorganizacdo (COALSON et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo possui uma abordagem qualitativa e quantitativa de cunho
descritivo. Trata-se de uma pesquisa laboratorial, desenvolvida por meio da producéao
e caracterizacdo de membranas a base quitosana de diferentes massas molares
puras e associadas a curcuma, utilizando a técnica de casting para formacéao de filmes
finos. A bioatividade foi avaliada em experimentos in vitro (cultura de fungos, bactérias
e fibroblastos).

4.1 SELECAO E AQUISICAO DA MATERIA-PRIMA

As amostras de quitosana foram obtidas comercialmente da Sigma-Aldrich
(Séo Paulo — SP, Brasil) e possuem massa molar alta e baixa. As amostras foram
utilizadas como recebidas, sem nenhum tipo de purificacdo. O &cido acético foi obtido
da Neon (Suzano, Brasil) e utilizado conforme recebido. A amostra de curcuma longa
foi obtida comercialmente (Farméacia Malheiros, Sdo Paulo — SP) e utilizada conforme
recebida.

4.2 PRODUCAO DAS MEMBRANAS

As membranas foram produzidas no Laboratorio de Nanociéncias Aplicadas e
Tecnologia de Plasma do Instituto Cientifico e Tecnoldgico da Universidade Brasil,
através da evaporacdo do solvente (método casting) a partir de uma solucao de
quitosana a 1% p/p dissolvida em solucdo aquosa de acido acético 10% (v/v). As
membranas de quitosana (tanto de alta quanto de baixa massa molar) mistas com
curcuma foram produzidas utilizando-se o extrato de curcuma longa solubilizada na
concentracéo de 1,5% (p/p em relacdo a massa de quitosana) na solu¢do de quitosana
a 1%. Para tanto, 20 mg de curcuma foram solubilizados em 15 mL de alcool etilico e
misturados com 10 mL da solucdo aquosa de quitosana. Para a producdo das
membranas, 10 mL de solucdo foram pipetadas em placas de silicone e, as amostras
foram secas ao ar em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em fluxo de ar
(Figura 3).
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Figura 3- Processo de producdo das membranas. a) solucao precursora em agitador
magnético e b) processo de secagem por evaporacao de solvente, em substratos de
silicone

(@)

Fonte: Autoria prépria

(b)

O tempo de secagem das membranas foi de 48 a 72h. Apds a secagem as

membranas foram removidas manualmente das placas, armazenadas em sacos

plasticos mantidos em local fresco, seco e longe da luz do sol, em temperatura

ambiente até sua utilizacao.

Através dessa técnica foram produzidos quatro tipos de membranas, conforme

descritas na Tabela 3.

Tabela 3- Composicao das membranas produzidas

Membrana

Siglas

Quitosana BMM
Quitosana BMM + Clrcuma
Quitosana AMM

Quitosana AMM + Clrcuma

Fonte: Autoria propria

QBMM
QBMM + Carcuma
QAMM
QAMM + Carcuma
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4.3 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

As membranas foram avaliadas macroscopicamente e caracterizadas
quimicamente e morfologicamente utilizando as seguintes técnicas: medidas de
espessura, espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho com transformada

de Fourier (FTIR) e medidas de angulo de contato.

4.3.1 Medidas de espessura

Para analisar a espessura, as membranas foram colocadas no micrometro e as
medidas feitas em triplicata. A partir da triplicata, a espessura média e o erro foram

obtidos. Para tanto, foi utilizado o micrometro da marca Mitutoyo M4 Checker.

4.3.2 Espectroscopia naregido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi utilizada para identificar as estruturas quimicas dos
componentes das membranas. As analises foram realizadas em equipamento da
marca Thermo Nicolet Nexus 470 com transformada de Fourier usando o modo de
reflectancia atenuada (ATR) (Figura 4). Os espectros foram coletados na faixa de

4000-500 cm* com um total de 64 varreduras e resolugéo de 2 cm™.

Figura 4- Equipamento utilizado para caracterizagdo das membranas. Espectrometro
de infravermelho por transformada de Fourier
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Fonte: Autoria propria

4.3.3 Angulo de Contato

A molhabilidade das membranas foi analisada utilizando-se o gonidbmetro da
marca KSV Instruments modelo CAM 200 (Figura 5). Para identificar os angulos de
contato entre a agua e as membranas, as mesmas foram acopladas em uma placa e
posicionadas centralmente a seringa. Apos inserida a gota sobre a superficie da
membrana, as imagens foram capturadas e os angulos medidos pelo software. As
medidas foram realizadas em triplicata (trés gotas do mesmo volume) e os valores
calculados através da média de 10 medicbes na mesma gota, obtidas
automaticamente pelo software. O erro foi obtido através do calculo de desvio padrao.

Figura 5- Equipamento utilizado para caracterizagdo das membranas. Gonidometro
da marca KSV Instruments modelo CAM 200

Fonte: Autoria propria

4.4 TESTES IN VITRO EM MICRO-ORGANISMOS

Testes microbiolégicos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do
Instituto Cientifico e Tecnoldgico da Universidade Brasil, a fim de determinar se as
membranas formadas por quitosana com massas molares diferentes e membranas
mistas com quitosana e curcuma, sdo capazes de inibir o crescimento do fungo T.
rubrum e das bactérias S. aureus e E. coli, verificando se existe inibicdo no
crescimento do micro-organismo quando utilizadas quitosanas de massas molares

diferentes (alta e baixa).
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Os testes de capacidade inibitéria foram realizados utilizando o método de
difusdo em agar (inhibition halo test), relacionado as bactérias Gram-positivas (S.

aureus), Gram-negativas (E. coli) e fungos dermatofitos (T. rubrum).

4.4.1 Testes in vitro sob cultura de fungos

Cepas do fungo T. rubrum (ATCC 28188), disponibilizadas pelo Instituto
Cientifico e Tecnologico da Universidade Brasil, foram subcultivadas em Sabouraud
Dextrose Agar (EP/USP/ISC, Laboratorio Conda S.A, Espanha), a 35°C (x 2°C), para
garantir pureza e viabilidade. As coldnias foram colhidas com alca bacteriol6gica
estéril, e suspensas em 5 mL de soro fisiologico estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl, soro
fisiologico 0,85%). A suspensao resultante foi agitada em vortex por 1 minuto e a
densidade celular foi ajustada visualmente para obter uma transmitancia equivalente
de 0,5 McFarland Standard em um comprimento de onda de 530 nm. Este
procedimento forneceu uma suspenséao de levedura padrdo contendo 1 x 106 a 5 x
106 células por mL.

Os micro-organismos foram semeados em meio agar padrdo (Plate Count
Agar) em placas de Petri e mantidos em estufa por 14 dias. Apds esse periodo, um
disco de cada membrana (diametro de 6 mm), esterilizadas usando luz ultravioleta
(UV) por 2 h, foi colocado no centro de cada placa de agar, que estavam semeadas
com 0s micro-organismos. A zona de inibicdo do crescimento microbiano foi avaliada
através do diametro do halo de inibicio em mm ao redor dos discos apos 24h, 48h,
72h e 5 dias de incubacdo a 35+ 1 °C.

4.4.2 Testes in vitro sob cultura de bactérias

Para avaliacdo da capacidade inibitoria dos filmes produzidos, cepas de
bactérias E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923 foram disponibilizadas pelo
Instituto Cientifico e Tecnoldgico da Universidade Brasil, Campus de Sao Paulo. Para
realizacdo dos experimentos, os inéculos foram preparados a partir de 1 mL das
culturas padrao dos micro-organismos (previamente descongeladas), as quais foram
ativadas em 5 mL de caldo Triptona Soya Broth (TSB- Oxoid) a 37°C em estufa
bacteriologica por 24 horas, de acordo com as Normas Internacionais de
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Biosseguranca. A turbidez de crescimento ativo da suspenséo bacteriana foi ajustada
para concentracdo inicial de 8 x 108 UFC/mL, fornecida através da escala
nefelométrica de Mc Farland onde a turvacao e intensidade da multiplicacdo em meios

de cultivo liquido se manifesta por um aumento do nimero das bactérias.

Tanto para as cepas E. coli quanto S. aureus, foi escolhido o método teste de
disco-difusdo, no qual 50 pL da suspensédo das bactérias testadas foram inoculadas
em uma concentracéo final de 1 x 108 UFC/mL em placas de petri com dimensdes 90
x 15 mm contendo 20 mL de Agar Infusdo Cérebro - Coracéo (Brain Heart Infusion
Agar - BHI Agar— Kasvi®, Parand, Brasil), previamente preparado e esterilizado. Apos
0 processo de preparacao das placas com as cepas E. coli e S. aureus, cada linhagem
de cepa bacterioldgica foi dividida em quatro grupos, onde cada grupo aplicou-se trés
discos de 6 mm das membranas produzidas descritas na Tabela 3. Além disso, foram
realizados experimentos nos quatro grupos de cada cepa realizando perfuracdo no
agar de trés pocos de 6 mm de diametro, que foram preenchidos com 60 pL da solucéo
de preparo das membranas.

Para a avaliacdo da zona de inibicdo (ZI) do crescimento microbiano, utilizou-
se imagens obtidas em camera fotografica e o software Image J (National Institutes of
Health, USA), o qual foi utilizado para avaliagéo do didametro do halo de inibicdo (mm)
formado ao redor dos pocos, apés 24 e 48 horas de incubacdo em estufa

bacterioldgica, a temperatura de 37°C.

4.5 TESTES IN VITRO SOB CULTURA DE FIBROBLASTOS

4.5.1 Linhagens celulares e condi¢cdes de cultura

Células de fibroblastos derivadas de tecido conjuntivo de camundongos, da
linhagem celular L929 (ATCC CCL-1 CTC), fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz de S&o
Paulo, Brasil, cultivadas em meio de cultura MEM (Minimum Essential Medium,
GibcoTM - Invitrogen Corporation, Grand Island, EUA) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (Gibco®, da Life Technologies) e 1% de antibiotico-antimicético
(Gibco®, da Life Technologies), mantido em estufa e com atmosfera de 5% CO2, a 37
°C foram utilizadas no experimento. A cada 2-3 dias, 0 meio de cultura era removido

e as células mantidas em densidade subconfluentes até a sua utilizacdo. Para todos
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0S experimentos, as células foram destacadas com solucéo de tripsina (0,25%)/acido
etilenodiaminotetracético (EDTA; 1 mM). Os reagentes da cultura celular foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos o0s procedimentos
relacionados com a manutencdo das células foram realizados em capela de fluxo
laminar vertical, mantendo, assim, a esterilidade dos materiais e das substancias

utilizadas para o cultivo celular.

4 5.2 Atividade metabdlica/viabilidade

As células foram plaqueadas em placa de cultivo de 48 pocos (em triplicata) em
uma densidade de 1x10* células/cm? contendo 500 pL de meio de cultura padréo,
para a realizacdo das andlises da atividade metabdlica. As membranas do estudo
(QBMM, QBMM + curcuma, QAMM e QAMM + curcuma) nas dimensf@es de 6 mm
foram colocadas em contato com o fundo do poco. As células foram cultivadas nos
periodos experimentais de 24 e 72 horas. Apds esses periodos, o0 teste de
alamarBlue® (Thermo Fisher Scientific, Brazil) foi realizado em todas as amostras.
Para isso, o0 meio de cultura foi retirado e adicionado 500 pL da solucdo de
alamarBlue® a 10% em cada poco e incubada no escuro durante 3 h. Apds esse
periodo, 200 pL da solucéo foi analisada pela leitura da absorbancia em 570 e 600
nm usando um espectrofotometro de microplacas (Bio-Tek Instruments, EUA) em
placas de 96 pocos. A atividade metabdlica foi calculada como uma porcentagem da

reducdo do alamarBlue® seguindo as instrucdes prévias do fabricante.

4.5.3 Ensaio da proliferacéo celular

As células foram lavadas duas vezes com tampéo fosfato-salino (PBS), e
tiveram 100 pL do PBS adicionado em cada pog¢o que passaram por 2 ciclos de
congelamento e descongelamento. Em seguida, as amostras foram submetidas ao
processo de quantificacdo do DNA avaliado pelo ensaio de PicoGreen (QuantiFluor®
dsDNA quantification kit; Promega, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante

e o sinal de fluorescéncia foi lido na excitacdo de 485/20 e emisséo: 528/20.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram impostos estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na
forma de médias e desvios-padrdo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi
utilizado para todas as variaveis. Para as analises microbioldgicas, nos casos em que
houve distribuicdo normal da amostra, as comparacdes entre os grupos foram feitas
utilizando ANOVA One Way com post hoc de Tukey. Nos casos ndo paramétricos, o
teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn foi adotado. Todas as anélises foram
realizadas no software GraphPad Prism, verséo 6.01 (GraphPad Software, San Diego
CA, EUA). Para os testes de atividade metabdlica/viabilidade e proliferacéo celular foi
utilizado testes de ANOVA Two-Way com post hoc de Sidak. Para as analises

estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.7 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS NO DESENVOLVIMENTO DO
TRABALHO

Os residuos gerados durante a realizacdo dos ensaios microbiologicos foram
autoclavados a 121°C por 20 min e descartados em sacos especificos para material
bioldgico.



50

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS
5.1.1 Formagdes das membranas

Apoés o periodo de secagem as membranas foram removidas das placas de
silicone e mostraram-se homogéneas e autossustentaveis (conforme mostrado na

Figura 6).

Figura 6- Membranas formadas por a) QBMM, b) QBMM + clrcuma, ¢) QAMM e d)
QAMM + carcuma, secas em temperatura ambiente, com fluxo de ar

Fonte: Autoria prépria

Podemos observar que as membranas que contém cldrcuma apresentaram
coloracdo amarelada. Apesar da coloragdo das membranas variarem
significativamente de acordo com o bioativo utilizado, todas as membranas de
quitosana apresentaram boa transparéncia a luz visivel, além de flexibilidade e
resisténcia mecanica quando tocadas. As diferengas observadas macroscopicamente
na coloragédo das membranas sdo consequéncia das particularidades ja existentes nas
solugdes poliméricas formadas por cada composicdo, sendo que a coloracdo

amarelada é caracteristica do pigmento curcumina.

5.1.2 Medidas de espessura

A Tabela 4 apresenta os valores médios de espessura e desvio padréo obtido
para cada membrana produzida. Nao houve diferenca significativa entre os valores
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de espessura encontrado para as membranas formadas por QBMM, QBMM +

curcuma, QAMM e QAMM + cUrcuma.

Tabela 4- Medidas de espessura das membranas

Amostra Média (triplicata)
Quitosana BMM \ 54 ym * 8
Quitosana BMM + Clrcuma \ 46 um £ 5
Quitosana AMM } 35um=+5

Quitosana AMM + Cdrcuma 56 um + 10

Fonte: Autoria prépria

Os materiais candidatos a curativos devem apresentar espessuras que sejam
compativeis a da pele. O controle da espessura das membranas é importante para se
avaliar a uniformidade desses materiais, a reprodutibilidade da medida de suas
propriedades e a validade das comparacdes entre membranas. Segundo Ma et al.
(2017), substitutos artificiais da pele sdo geralmente mais finos do que a derme
humana. Constatou-se que todas as membranas preparadas nesse estudo possuem

espessuras menores que a derme, podendo ser utilizadas no reparo tecidual.

5.1.3 Espectroscopianaregido do infravermelho (FTIR)

Espectros FTIR foram utilizados a fim de se caracterizar 0s grupos quimicos de
ambos os materiais nas membranas. Os espectros na regido do infravermelho para
as membranas, formadas por quitosana e membranas mistas, sS40 mostrados na

Figura 7.
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Figura 7- Espectros de FTIR para a) circuma e para membranas formadas por b)
QBMM + clarcuma, ¢) QBMM, d) QAMM + clurcuma e €) QAMM

Trasmitancia (u.a.)

v I I v I v I v I v I v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda (cm™)

Fonte: Autoria propria

As bandas vibracionais tipicas correspondentes aos grupos quimicos
formadores de ambos os materiais foram identificadas da seguinte forma: bandas em
3200-3500 cm? sdo atribuidas a deformacéo de O-H sobrepostas a deformacgédo N-H;
em 2850-2970 cm* estdo associados a vibracdes de C-H; em 1630 cm™ a banda de
vibracéo relacionada ao grupo amida | (C = O alongamento) da quitosana; em 1560
cm™* a banda de amida Il (deformacéo angular N-H) da quitosana; em 1319 cm™ a
banda de amida Il (C = O-NH2 deformacédo axial) da quitosana; e em 1052 cm™

observa-se uma banda correspondente a deformacéao angular do C-O da quitosana.
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Todas as bandas foram atribuidas em acordo com a literatura e séo caracteristicas do
espectro vibracional da quitosana, sendo que nenhuma banda nova foi observada
(BRUGNEROTTO et al., 2001).

Ja as bandas vibracionais referentes a clrcuma, mostradas no espectro da
Figura 6a, sdo: em 3422 cm™, alongando a vibragdo dos grupos—O-H; em 2950 cm™,
vibragdo assimétrica dos grupos-CHs—; em 2850 cm™,-CH: alongamento
assimétrico; em 1627 cm™, alongamento da ligacdo C=0; em 1602 cm™2, C-C vibracédo
de ligacdo em aromaticos; em 1510 cm™, vibracdo de angulo deformacédo do anel
benzénico; em 1427 cm™, deformacdo angular do grupo CH2; em 1284 cm™,
deformacédo angular do grupo CHsz e em 1118 cm™, estiramento das ligagdes C-O
(DE DEUS et al., 2021). Entretanto, € possivel observar que nenhuma banda referente
a curcuma aparece no espectro das membranas que a contém, provavelmente devido
a baixa proporcdo da curcuma em relacdo a massa da quitosana na formacéo da

membrana, ou mesmo, a sobreposi¢ao da vibracao das bandas para os dois materiais.

5.1.4 Angulos de contato

As imagens e os valores do angulo de contato das membranas estéo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Valores dos angulos de contato entre a 4gua e as membranas

Membrana Angulo de
contato médio
Quitosana BMM \ 102 + 0,6
Quitosana BMM + Curcuma \ 98+0,3
Quitosana AMM \ 95+1,5
Quitosana AMM + Curcuma \ 88+0,6

Fonte: Autoria propria

A hidrofobicidade é um aspecto importante nas aplicaces praticas de materiais
bioativos, como por exemplo em sua aplicacdo como curativo de feridas. Um curativo
deve ter a capacidade de manter um ambiente propicio para cicatrizacéo de feridas,
impedindo o excesso de hidratacdo e acimulo de exsudato (MA et al., 2017). Baseado
nisso, a hidrofilicidade das membranas foi avaliada através da analise de angulo de

contato entre as membranas e a agua. Para (LAW, 2014) se o angulo de contato (0)
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€ < 90° o material é considerado hidrofilico, hidrofébico se 150° =2 8 > 90° e
superhidrofébico se 180° = 6 > 150°.

A membrana formada apenas por QBMM e QAMM apresentam valor de angulo
de contato médio de 102° e 95°, respectivamente, indicando caracteristica hidrofobica,
apesar da presenca dos grupos amino e hidroxila com carater hidrofilico nas cadeias
de quitosana. J& para as membranas que contém curcuma, foram obtidos valores de
angulo de contato médio de 98° e 88°, para membranas formadas por QBMM e QAMM

respectivamente.

E possivel verificar que ha uma ligeira reducéo no valor do angulo de contato
com a adi¢do de curcuma, sendo que a membrana formada por QAMM + clrcuma
apresenta valor considerado hidrofilico pela definicho mostrada acima. Tal fato é
provavelmente devido aos grupos hidroxilas (hidrofilicos) presentes na estrutura
quimica da curcuma (Figura 2). Com base nos resultados de angulo de contato, é
possivel afirmar que as membranas que contém curcuma sdo mais hidrofilicas do que
as membranas de quitosana pura. Durante a realizacdo dos experimentos, conforme
a agua era gotejada na superficie das membranas, uma pequena deformacdo na
superficie do material pode ser observada, sugerindo forte interacdo entre 0s

materiais.

Os resultados de hidrofilicidade encontrados nesse estudo, demonstram,
portanto, que as membranas contendo clUrcuma sugerem ser mais adequadas para
uso na reparacdo tecidual, pois apresentam maior afinidade com agua e
conseguentemente, devam ser mais facilmente aderidas ao ambiente Umido de uma
ferida. Tal requisito € necessario quando se trata da producdo de membranas para
uso como curativo ideal (MORGADO et al., 2014).

5.2 BIOATIVIDADE EM MICRO-ORGANISMOS

5.2.1 Experimentos em fungos

Testes microbiologicos foram realizados utilizando um disco de 6 mm das
quatro membranas descritas na Tabela 3, no fungo T. rubrum ATCC 28188. A zona
de inibicdo do crescimento microbiano foi avaliada através do diametro do halo de

inibicdo em mm ao redor dos discos apés 24h, 48h, 72h e 5 dias de incubacdo a 35 +
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1 °C. As membranas produzidas ndo apresentaram propriedades de inibicdo de
crescimento nos fungos testados (Figura 8).

Figura 8- Imagens fotogréficas das zonas de inibicdo nas membranas no fungo T.
rubrum, A) QBMM, B) QAMM, C) QBMM + curcuma e D) QAMM + curcuma

T. Rubrum

Fonte: Autoria prépria

A quitosana apresenta efeitos antifingicos bem reportado na literatura. As
evidéncias demonstram que seu mecanismo de acdo est4d relacionado a
caracteristicas intrinsecas e extrinsecas do micro-organismo. O modo de
apresentacao, caracteristicas estruturais e concentracao utilizada deste polimero, sdo
fatores extrinsecos que podem alterar a sua inibicdo microbiana (HOSSEINNEJAD;
JAFARI, 2016; LIZARDI-MENDOZA; MONAL; VALENCIA, 2016; SAHARIAH;
MASSON, 2017).

Embora os resultados demonstrem que as membranas de quitosana
produzidas pelo método casting, testadas através do método de disco de fuséo, ndo
tenham inibido o crescimento do fungo T.rubrum, estudos realizados por Sajomsang
et al. (2012), utilizando quitosana de diferentes massas molares na forma de solucao,
demonstrou atividade microbiana frente a varios fungos dermatéfitos, incluindo o
T.rubrum. Através dos resultados foi possivel observar a dependéncia da massa
molar com o efeito inibitério. Lopes e colaboradores (2017), também evidenciaram o
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efeito inibitorio da quitosana frente ao fungo T.rubrum, a depender da concentracéo
utilizada e da massa molar, quando testada em solucdes.

5.2.2 Experimentos em bactérias

Na avaliagdo da capacidade inibitoria, cada linhagem de cepa de bactérias E.
coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923, foi dividida em 4 grupos, onde inicialmente,
em cada grupo, aplicou-se trés discos de 6 mm das membranas produzidas descritas
na Tabela 3. A zona de inibicdo do crescimento microbiano foi avaliada através do
didmetro do halo de inibicdo em mm ao redor dos discos apés 24h e 48h de incubacédo
a 37°C. As membranas produzidas ndo apresentaram propriedades de inibicdo de

crescimento nas bactérias (Figura 9).

Figura 9- Imagens fotogréafica das zonas de inibicdo das membranas nas bactérias
E. coli e S. aureus, A) QBMM, B) QAMM, C) QBMM + curcuma e D) QAMM +
curcuma

E. coli S. aureus
B

.
' “
Var.
N X

Fonte: Autoria propria

Posteriormente, ensaios microbiol6gicos foram realizados utilizando as
solucbes precursoras das membranas descritas na Tabela 3, para avaliacdo da
capacidade inibitoria de cada linhagem de cepa de bactérias E. coli ATCC 25922 e S.

aureus ATCC 25923. Para tal, foram realizados experimentos nos quatro grupos de
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cada cepa com a perfuracéo de trés pocos de 6 mm no Agar, que foram preenchidos

com 60 pL da solucéo de preparo dessas membranas.

Para os testes realizados na bactéria E. coli, a presenca de halos de inibi¢cao
foi observada com os valores médios de 24 + 1,6 mm, 18 + 0,4 mm, 21 £0,8 mme
17 £1,1 mm para as membranas formadas por QBMM, QAMM, QBMM + cuUrcuma e
QAMM + clrcuma, respectivamente, conforme mostra a Figura 10. A analise
estatistica dos valores de zona de inibicdo mostrou que QBMM teve maior efeito
inibitério quando comparado com a QAMM e QAMM + curcuma. Além disso, a QBMM
+ clrcuma apresentou maior efeito de inibicAo quando comparado a QAMM +
curcuma (Figura 11).

Figura 10- Imagens fotogréaficas das zonas de inibicdo das solucdes precursoras das

membranas na bactéria E. coli, A) QBMM, B) QAMM, C) QBMM + carcuma e D)
QAMM e carcuma

Fonte: Autoria prépria
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Figura 11- Andlises estatisticas entre 0s grupos na bactéria E. coli

E. coli

*

Halo de Inibigdo (mm)

QAMM QAMM +ctrcuma QBMM QBMM+clircuma

Fonte: Autoria prépria

Para os testes realizados na bactéria S. aureus, a presenca de halos de inibigéao
também foi observada com os valores médios de 22 £ 0,5 mm, 21 £1,7 mm, 25 +
0,5 mme 17+ 2,6 mm para as membranas formadas por QBMM, QAMM, QBMM +
curcuma e QAMM + clrcuma, respectivamente, conforme mostra a Figura 12. A
analise estatistica dos valores de zona de inibicAo mostrou que QBMM teve maior
efeito inibitério quando comparado com QAMM + curcuma e que QBMM + clurcuma
apresentou maior efeito de inibigdo quando comparado a QAMM e QAMM + curcuma
(Figura 13).



59

Figura 12- Imagens fotograficas das zonas de inibicdo das solu¢cdes precursora das
membranas na bactéria S. aureus, A) QBMM, B) QAMM, C) QBMM + curcuma e D)
QAMM + clarcuma

Fonte: Autoria propria

Figura 13- Andlises estatisticas entre 0s grupos na bactéria S. aureus
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Fonte: Autoria prépria

Embora as membranas produzidas pela técnica de casting ndo tenham
apresentado efeito inibitério nas bactérias, quando testadas atraves de disco de fuséo,
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foi possivel verificar que durante o teste com solucbes o agente antimicrobiano
difundiu-se pelo meio e atuou negativamente sobre o crescimento dos micro-
organismos, os quais sdo visualmente identificados pelo aparecimento de uma area
em volta do pogco contendo as solucdes, onde as cepas nao se desenvolveram,

apresentando o halo de inibicédo (Figuras 10 e 12).

Na bactéria E. coli, tanto a QBMM quanto a QBMM + cldrcuma apresentaram
maior efeito inibitdrio que as membranas que possuiam alta MM de quitosana pura e
associada a curcuma. Nao houve diferenca estatistica significante quando comparado
o efeito inibitdrio entre QBMM e QBMM + clUrcuma. Esses resultados corroboram com
estudos realizados por Bano et al. (2017), Laokuldilok et al. (2017) e Younes et al.
(2014), onde solugdes de quitosana com MM variavel foram investigadas contra E.
coli e foi verificado efeito inibitério, sendo que a atividade antibacteriana aumentou
com a diminuicdo da MM, verificando maior inibicdo promovida pelas quitosanas de

baixa MM.

Na bactéria S. aureus, também foi observado que a QBMM e a QBMM +
curcuma apresentaram maior efeito inibitério que as demais membranas, sem
diferenca estatisticamente significante quando comparado o efeito inibitorio entre as
duas. Os resultados do estudo realizado por Bano e colaboradores (2017)
demonstraram consonancia com a presente pesquisa, pois ao mensurar resultados,
destacaram o maior efeito antimicrobiano nas quitosanas de baixa massa molar
quando aplicados em S. aureus, onde quitosanas de baixa MM (801, 473 e 259 g/mol)
exibiram maior atividade antibacteriana. Nesse estudo, dentre as amostras de baixa
MM utilizadas, quanto menor a MM da quitosana maior foi o efeito inibitério observado.

Os resultados mostraram uma forte dependéncia dos indices de inibicdo com a
MM da quitosana. De fato, todas as hipéteses de acdo da quitosana s&o
principalmente relacionadas com a interacao entre as cargas positivas dos grupos
amino protonados da quitosana e cargas negativas presentes na membrana/parede
celular de bactérias e fungos. Diferencas na MM levaram a diferentes tipos de
interacdo com a célula, levando a diferentes mecanismos de ac¢do, o que pode estar
relacionado com os diferentes efeitos inibitérios apresentados no trabalho (DOTTO,;
VIEIRA; PINTO, 2015; GARCIA et al.,, 2018, 2020; KAYA; ASAN-OZUSAGLAM;
ERDOGAN, 2016; KULIKOV et al., 2014).
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A maior inibicdo das quitosana de menor MM pode estar relacionada com uma
melhor interacdo com a membrana e/ou parede celular, o que pode ser proporcionado
justamente pelo menor tamanho da cadeia polimérica quando utilizada em forma de
solugdo. Uma hipotese € que as quitosanas com cadeias poliméricas de baixa MM
conseguem penetrar mais facilmente nas células microbianas e causam a inibicéo de
varias enzimas, interrompem a sintese de proteinas, ligam-se ao DNA, inibindo assim
a sintese de mRNA, causando distarbios no metabolismo desses micro-organismos
(KONG et al., 2010; KULIKQV et al.,2019; KIM, 2015).

Além disso, muitas propriedades fisico-quimicas e funcionais de uma cadeia
polimérica sdo definidas pela sua massa molar média. Uma propriedade bastante
influenciada por essa caracteristica € a solubilidade, propriedade esta que esta
diretamente ligada a atividade antimicrobiana do polimero (CARDOSO; SIGNINI;
CAMPANA-FILHO., 2001; MATICA et al., 2019). De modo geral, quanto menora MM,
menor o empacotamento das cadeias e, consequentemente, maior a sua solubilidade
(ZAGAR; ASGHARI; DASHTI., 2016).

A infecc@o de feridas é a maior causa para a sua cronicidade, uma vez que as
infec¢des persistentes param o crescimento do tecido de reparacdo como também
modificam a resposta inflamatoria (GANESH et al., 2014). Isso mostra a importancia
de que materiais com atividade antimicrobiana sejam utilizados no processo de reparo

tecidual, como é o caso das membranas aqui produzidas, candidatas a curativos.

5.3 BIOATIVIDADE SOB CULTURA DE FIBROBLASTOS

5.3.1 Atividade metabélical/viabilidade

A Figura 14 representa o ensaio de atividade metabdlica (viabilidade celular)
realizada pelo ensaio de alamarBlue® apds o periodo de cultivo de 24 e 72 horas de
células L929 em contato com as diferentes membranas.

Apbs 24 horas de cultivo, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre as membranas estudadas. Entretanto, ap0s 72 horas de cultivo celular, todas as
membranas presentaram aumento da viabilidade celular, qguando comparados com o
periodo experimental de 24 horas (p < 0,0001). Nenhuma diferenca adicional foi

observada entre as membranas avaliadas.
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Figura 14- Gréfico de reducao do alamarBlue de células L929 no periodo de 24 e 72
horas

100

[0

80
70
60 T
40
30
20
10
0

24 horas 72 horas

Reducgdo de Alamar (%)
w1
o

mCONTROLE mQAMM @mOQAMM+Clircuma @QBMM m QBMM-+clrcuma

Fonte: Autoria prépria

Os fibroblastos s@o as principais e mais numerosas células envolvidas no
processo de cicatrizacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) e estudos in vitro nessas
células sao realizados para avaliar a bioatividade e compatibilidade (ndo-toxicidade)
de materiais utilizados em reparacao tecidual.

Assim, os testes in vitro, realizados em subcultura de fibroblastos avaliaram a
citotoxicidade através do ensaio realizado pelo Alamar Blue®, reagente de ensaio de
viabilidade celular que contém um indicador azul fluorescente (corante resazurina)
para monitorizar a viabilidade de células utilizando um leitor de microplacas de
fluorescéncia. Os resultados indicam que as membranas produzidas nao
apresentaram toxicidade para a cultura de células de fibroblastos, demonstrando
viabilidade para o crescimento da cultura, sugerindo viabilidade para testes in vivo (na
pele).

Os testes de citotoxicidade sao fundamentais na determinacdo da toxicidade
potencial de uma substancia de teste. Toxicidade minima ou nenhuma é essencial

para o desenvolvimento bem-sucedido de uma preparacdo farmacéutica e, a esse



63

respeito, os estudos de toxicidade celular desempenham um papel crucial na
construcdo de um biomaterial. InUmeras pesquisas demonstram que polimeros como
a quitosana e compostos como a curcuma ndo causam citotoxicidade as células de
fibroblastos (KLOESCH et al., 2016; SUETH-SANTIAGO et al.,2016).

5.3.2 Proliferagéo celular

Os resultados da analise referente a proliferacéo celular da linhagem L929 do
ensaio de Picogreen apos o cultivo de 24 e 72 horas em contato com as membranas
estdo mostrados na Figura 15. No periodo de 24 horas foi observado um aumento da
proliferacéo celular no grupo QAMM + clrcuma quando comparado ao grupo controle
(p =0,042) e QAMM + carcuma (p = 0,005).

JA no periodo de 72 horas foi observado um aumento significante da
proliferacdo celular no grupo controle (p < 0,001) e do grupo QBMM + clrcuma (p <
0,001) quando comparado ao periodo de 24 horas. Ademais, a maior proliferacdo foi
detectada no grupo QBMM + carcuma (p < 0,0001) quando comparado aos demais

grupos experimentais.

Figura 15 - Grafico da proliferacao das células L929 do ensaio Picogreen no periodo
de 24 e 72 horas
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Fonte: Autoria propria

Os resultados para os testes de proliferagdo em cultura celular, indicam maior
proliferacdo celular de fibroblastos para membranas de quitosana de baixa massa
molar + circuma em comparacdo com as outras membranas no periodo de 72hs. Tais
resultados sugerem que essas membranas sédo as que mais favorecem o processo de
reparacgéo, ja que os fibroblastos tém um papel fundamental no reparo tecidual.

Chen e colaboradores (2002), utilizaram quitosanas de diferentes massas
molares para avaliacdo in vitro em fibroblastos. As quitosanas promoveram
significativamente a proliferacdo de fibroblastos, sendo que a quitosana de menor
massa molar teve atividades mais significativas. Outros estudos também
demonstraram dependéncia da massa molar com a proliferacéo de fibroblastos, sendo
gue as quitosanas de menor massa molar de quitosana promoveram mais 0
crescimento de células da pele humana do que os demais (KINGKAEW et al., 2014).

Trabalhos realizados por Ribeiro et al. (2021), em estudos modelo animal, para
investigacdo da reacdo inflamatoria produzidas por membranas de quitosana de
diferentes massas molares, também concluiram que as quitosanas de baixa massa
molar levam a uma reducdo prévia da resposta inflamatéria e a uma melhor

regeneracao tecidual.
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6 CONCLUSOES

Membranas autossustentaveis a base de quitosana foram produzidas e
caracterizadas. Tais membranas ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente ao
fungo T. rubrum e as bactérias E. coli e S. aureus, porém, as solu¢des formadoras
dessas apresentaram potencial antimicrobiano nos testes em bactérias, sendo que
as amostras de quitosana de baixa massa molar e quitosana de baixa massa molar
mais circuma, apresentaram maior efeito inibitério. Assim, verificou-se que a MM do

polimero € uma caracteristica importante na determinacao da sua acao.

As membranas produzidas ndo apresentaram efeito citotéxico, ao modo que
induziram o aumento da proliferacéo celular. A quitosana de baixa massa molar +
curcuma levou a uma maior proliferacéo celular.

Desta forma, acredita-se que as membranas de quitosana de baixa massa
molar + clrcuma possuam aspectos importantes que sobressaem as demais
membranas testadas para futuros testes in vivo, visando aplicacbes de materiais
como curativos de feridas, devido apresentarem maior efeito na proliferagéo celular
e no efeito inibitorio das S. aureus e E. coli, bactérias prevalentes em infeccfes de
pele. Outra caracteristica importante para aplicacdes in vivo, € o fato de que essa
membrana apresentou carater mais hidrofilico quando comparado com a QBMM,
sendo mais favoravel para aplicacdo em ambiente imido, como o de uma ferida.

Os resultados do presente estudo mostram potencial para o desenvolvimento
de um biomaterial que possibilita auxiliar o processo de reparacao tecidual. Seu
desenvolvimento e estudo das diferentes massas molares da quitosana, incrementam
a seletividade para eficacia do polimero, favorecendo a fabricacdo e sua utilizacao de
forma otimizada. No entanto, alguns desafios ainda precisam ser superados a fim
verificar a melhor forma de apresentacdo da quitosana visando aplicagdes praticas
no reparo tecidual. Como exemplo, a realizacdo de testes microbioldégicos com as
membranas em culturas de fungos e bactérias utilizando outras metodologias é
desejavel, afim de definir se a producdo de membranas através do método de casting
€ a melhor opcédo no desenvolvimento de um biomaterial a ser utilizado no reparo

tecidual.
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