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RESUMO

A pele, conhecida como o maior 6rgdo do corpo humano, se destaca por seu
papel singular na manutencéo da integridade do organismo. Interrupcdes nas
camadas epiteliais sdo denominadas lesdes ou feridas de pele. O reparo de
feridas consiste em um mecanismo constituido pelas fases de hemdstase e
inflamacédo, proliferacdo e remodelacdo, iniciando imediatamente apds a
ocorréncia da lesdo. A necessidade de uma terapéutica eficiente para o cuidado
de uma populagdo acometida por lesdes € desafio crescente que demanda
estratégias inovadoras, eficientes e de custo acessivel. Nesse cenario, 0
presente estudo prevé a avaliacdo da associacdo da acdo antimicrobiana e
reparadora da Quitosana (QUI) com a acéo anti-inflamatoéria da Piperina (PIP)
no processo de reparacdo de lesBes cutdneas. Para isso, microparticulas
liofiizadas de QUI e PIP foram produzidas e caracterizadas para posterior
administracao, via gavagem, aos animais com lesao induzida. Apoés a liofilizacéo,
obteve-se 2,4g de QUI e 2,7g de QUI/PIP. Os espectros obtidos através de
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
apresentaram bandas de vibracdo caracteristica dos grupos quimicos
formadores do material e corroboram com a literatura. As Micrografias
Eletronicas de Varredura (MEV) das amostras em pd mostraram particulas com
superficies relativamente rugosas, enquanto as amostras liofilizadas
apresentaram superficies mais finas e com maior area superficial. Ambos os
materiais ndo apresentam processo de degradacdo térmica em temperaturas
inferiores a 60°C, indicando que permanecem ativos (ndo degradados) quando
submetidos a temperatura corporal animal. A analise qualitativa das lesdes,
obtidos a partir dos resultados in vivo, ndo revelou sinais de necrose, odor ou
liquido na cavidade da lesédo, bem como ndo acusou presenca de fibrose. A
analise morfomeétrica do indice de reparo das feridas, ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais em todos os periodos
estudados. Da mesma forma, atraves da analise histologica do tecido lesionado

nao foi possivel observar mudancas significativas entre 0os grupos experimentais.

Palavras-chave: Quitosana. Piperina. Liofilizagcdo. Gavagem. Lesfes cutaneas.
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ABSTRACT

The skin, known as the largest organ in the human body, stands out for its unique
role in maintaining the integrity of the organism. Disruptions in the epithelial layers
are called skin lesions or wounds. Wound repair consists of a mechanism
consisting of the phases of hemostasis and inflammation, proliferation and
remodeling, starting immediately after the injury occurs. The need for efficient
therapy to care for a population affected by injuries is a growing challenge that
demands innovative, efficient and affordable strategies. In this scenario, the
present study aims to the evaluation of the association of the antimicrobial and
reparative action of Chitosan (Chi) with the anti-inflammatory action of Piperine
(PIP) in the process of repairing skin lesions. To this end, lyophilized
microparticles of Chi and PIP were produced and characterized for subsequent
administration to animals with lesions induced via gavage. After freeze-drying,
2.4g of QUI and 2.7g of Chi/PIP were obtained. The spectra obtained through
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) showed vibration bands
characteristic of the chemical groups that form the material and corroborate the
literature. Scanning electron micrographs (SEM) of the powdered samples
showed particles with relatively rough surfaces, while the freeze-dried samples
presented thinner surfaces with greater surface area. Both materials do not
present a thermal degradation process at temperatures below 60°C, indicating
that they remain active (not degraded) when subjected to animal body
temperature. The qualitative analysis of the lesions, obtained from in vivo results,
revealed no signs of necrosis, odor or liquid in the lesion cavity, nor did it indicate
the presence of fibrosis. The morphometric analysis of the wound repair index
showed no statistically significant difference between the experimental groups in
all periods studied. Likewise, through histological analysis of the injured tissue, it
was not possible to observe significant changes between the experimental

groups.

Keywords: Chitosan. Piperine. Freeze-drying. Gavage. Skin lesions.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Devido a grande quantidade de pessoas com feridas ou cortes na pele, €
cada vez maior a necessidade de tratamentos baratos e capazes de ajudar na
cura dessas lesbes. Por esse motivo, este estudo busca comprovar se a ingestéao
de quitosana juntamente com piperina pode acelerar a cura de feridas. Para
produzir a amostra de quitosana foi utilizado 3g de quitosana dissolvida em 300
mL de uma mistura contendo agua e acido acético glacial. Depois, o material foi
congelado e passou por um processo chamado liofilizacdo. Tal processo
consiste na sublimacao (passagem do estado sélido para o gasoso, sem passar
pelo liquido) da dgua congelada. Para a amostra quitosana/piperina, a piperina
foi dissolvida e adicionada na etapa de dissolucdo da quitosana, seguindo o
mesmo procedimento utilizado para a quitosana pura. Foram produzidos e
caracterizados 2,49 de quitosana e 2,7g de quitosana/piperina. A caracterizacéo
da estrutura quimica dos materiais produzidos esta de acordo com a literatura.
Na micrografia, antes da liofilizacdo as amostras tinham aparéncia lisa e
uniforme, apés liofilizacdo, a superficie ficou mais irregular. A analise térmica
indicou que os dois materiais ndo sao destruidos até atingiram a temperaturas
de 60°C, ou seja, continuam ativos se ingeridos por animais. Os resultados dos
testes em animais demonstraram que a alimentacdo com o material produzido,
durante o periodo experimental aqui utilizado, ndo auxiliou o processo de

reparacao das feridas.
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1 INTRODUCAO

Representando 12% do peso seco total do corpo, com aproximadamente
4,5 quilos, a pele é considerada o 6rgdo de maior dimensdo do organismo
humano (JOHNER; NETO, 2021). Destaca-se por ser uma fronteira mediadora
entre o organismo e o ambiente, apresentando fungdes de singular importancia
como protecao, regulacdo da temperatura, excrecdo, sintese de vitamina D,
colesterol e melanina, sendo formada por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme (FERREIRA et al., 2021).

A perda de sua integridade em decorréncia de lesdes ou doencgas, pode
resultar em desequilibrio fisioldgico significativo, culminando em ultima instancia,
em incapacidade consideravel ou até obito (CLARK; GHOSH; TONNESEN,
2007). Devido sua contribuicdo no incremento das taxas de morbidade e
mortalidade, as feridas cutaneas vém chamando a atencao das autoridades em
saude a nivel mundial. Nos Estado Unidos (EUA), estima-se que cerca de 6,5
milhdes de pessoas possuam feridas crénicas, e que em torno de 25 bilhdes de
dolares sdo destinados anualmente para o tratamento de complicacGes
relacionadas a essa categoria de les&o. A incidéncia de tais danos aos tecidos
epiteliais vem também se agravando no Brasil, onde aproximadamente 3% da
populacao tem algum tipo de ferida de pele (OLIVEIRA et al., 2016).

Entendido como um mecanismo complexo constituido por varias fases, o
reparo da lesd@o se inicia imediatamente ap0s a ocorréncia da mesma, através
de um processo sequencial e coordenado de eventos celulares e moleculares
cujo o objetivo primordial € a reestruturacao dos tecidos danificados (MIRANDA,
2023).

Exercendo o papel de fonte energética basica para a homeostase celular
e fornecimento de nutrientes para a sintese proteica, evidéncias literarias tem
substanciado o entendimento de que um aporte nutricional adequado possa
modular a resposta imune e/ou metabdlica do organismo influenciando
positivamente a terapéutica de lesdes de pele (JAUDSZUS et al., 2013; Ll et al.,
2012). Aminoacidos como metionina, arginina e cisteina s&o fundamentais
durante a fase inflamatéria da lesédo. Minerais como selénio, ferro, cobre,
manganés e zinco, além de tiamina, acido ascorbico, acido pantoténico e outras

vitaminas do complexo B sdo necessarios para o bom desenvolvimento da fase
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proliferativa. (PREFEITURA DO MUNICIPIO DE SAO PAULO, 2021). Nesse
contexto, entende-se que a alimentacdo do individuo ou a utlizacdo de
nutracéuticos possa auxiliar o processo de reparacao tecidual.

Oriundo da juncédo das palavras nutrientes e farmacéuticos (MACHADO;
FURINI PUTON; DALLAZEM BERTOL, 2019), o termo nutracéutico foi utilizado
pela primeira vez em 1989 pela Foundation for Innovation in Medicine
(ANDLAUER; FURST, 2002). Diz respeito a metabdlitos extraidos de diferentes
organismos que apresentam propriedades medicinais comprovadas e quando
adicionados regularmente aos alimentos tradicionais da dieta, adquirem valor
nutricional, proporcionando beneficios a saude (GIOTTI SALVADOR,;
CECHINEL-ZANCHETT, 2020; PURI et al., 2022). Podendo abranger desde
nutrientes isolados, suplementos comercializados na forma de tabletes, capsulas
e pos, até produtos herbais e alimentos processados, 0s nutracéuticos vem se
desenvolvendo nos udltimos anos e impulsionando uma industria global de
milhdes de ddlares (AGRAWAL, N.; GOYAL, A.; JAIN, 2020; DURAZZO;
LUCARINI; SANTINI, 2020; SACHDEVA; ROY; BHARADVAJA, 2020).

No Brasil, a regulacdo de tais compostos fica a cargo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que ap0s varias discussdes aprovou em 1999
as diretrizes basicas que regulam a utilizacdo desses produtos, sendo as
principais a Resolu¢gdo n° 16/99 e a RDC n° 2/2002, que abrangem
respectivamente a venda de alimentos processados e encapsulados, e a
utilizagdo do ingrediente isolado (COSTA, N.M. B. COSTA, ROSA, 2010;
MACHADO; FURINI PUTON; DALLAZEM BERTOL, 2019). Dentre as classes de
produtos que compdem 0s nutracéuticos e tem propriedades que auxiliam o
processo de reparacao tecidual, destacam-se os produtos herbais.

O uso de plantas com principios medicinais (produtos herbais),
antissépticos, colageno biologico, filmes semipermeaveis, enzimas proteoliticas,
hidrogéis, fatores de crescimento celular, bandagens e curativos de gaze para
protecdo e compressao da pele, se apresentam como recursos indicados no
tratamento de lesdes cutaneas (CHAVES et al., 2014). Diante de tais
alternativas, e levando em conta a biodiversidade brasileira e a possibilidade de
acesso com custo reduzido, os produtos naturais e seus subprodutos tém sido
apresentados como possibilidade de tratamento bastante atrativa para os danos
epiteliais (BATISTA et al., 2012).
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Nesse contexto, a piperina (PIP), um composto fitoquimico extraido da
pimenta-preta, vem despertando aten¢éo devido sua agao terapéutica. Cultivada
em regides tropicais da Indonésia, Brasil e india, a Piper nigrum (pimenta-preta),
pertencente a familia Piperaceae vem sendo apontada como uma das
especiarias mais utilizadas em todo o mundo. A popularidade dos grédos de
pimenta se deve a presenca de compostos aromatizantes, que possuem
caracteristicas quentes e picantes, em funcédo da presenca do fitoquimico PIP
(HAQ et al., 2021). Diferentes revisdes destacam a acao curativa e perspectivas
de contribuicdo do composto para a boa salde. Seus efeitos vao desde a agéo
antitumoral, anti-hipertensiva, anti-asmética, analgésica, antipirética,
antidiarreica, e anti-inflamatdria, até seu efeito ansiolitico, antiespasmadico,
hepatoprotetor e antidepressivo (SMILKOV et al., 2019).

Além dos produtos herbais, outros tipos de materiais, produtos e
tecnologias vém sendo estudados e desenvolvidos para auxilio no processo de
reparacao tecidual (NOTODIHARDJO et al., 2020; OU et al., 2021). Dentre as
opclOes que vem sendo estudadas como capazes de promover o0 reparo de
tecidos lesionados, os biopolimeros tém se destacado por sua eficiéncia. Nesse
contexto, destaca-se 0 uso de quitosana (QUI) e seus derivados (HOWLING et
al., 2001; SANCHEZ-MACHADO et al., 2022).

A QUI é um biopolimero catiénico obtido principalmente pelo processo de
desacetilagdo da quitina, uma fonte natural renovavel. O polimero possui
atividade antimicrobiana e pode ser facilmente processado para a producgao de
filmes, membranas e scaffolds porosos (KALAISELVIMARY; RAMESH
PRABHU, 2019). Devido as suas caracteristicas particulares e auséncia de
toxicidade em células de fibroblastos (FOLLMANN et al., 2016), a QUI pode ser
aplicada em lesdes teciduais, atuando como agente reparador da epiderme e
derme (CARONI et al., 2021).

Nesse cenario, em atendimento a necessidade de estratégias inovadoras
e versateis, de custo acessivel, e capazes de contribuir na terapéutica dos
cuidados as feridas, o presente estudo prevé a avaliacao da associacao da acéo
antimicrobiana e reparadora da QUI com a acao anti-inflamatéria da PIP no
processo de reparacdo de lesbBes cutaneas. Para tanto, microparticulas
liofilizadas de QUI e PIP foram produzidas e caracterizadas, para posterior uso

na alimentacao (como nutracéutico) de animais em experimentos in vivo. Supde-
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se que tal associacdo seja capaz de proporcionar um fechamento rapido da
lesdo, contribuindo para promocdo de um reparo satisfatério e reducdo na

formacdo de cicatrizes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de microparticulas liofilizadas de QUI e PIP, utilizadas na

alimentacao de animais, no reparo de feridas de pele.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir microparticulas de QUI e PIP por meio da técnica
liofilizacao.

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfologicas das
amostras produzidas.

Verificar o potencial de reparo das microparticulas liofilizadas em
lesdes de pele induzidas em ratos.

Determinar o reparo das lesdes cirurgicas produzidas através da
mensuracao macroscopica temporal.

Avaliar o reparo tecidual por meio de analises morfométricas e

histopatolégicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A interinidade da pele € essencial para o perfeito desempenho de funcdes
corporais que garantem a manutencdo do equilibrio funcional, ou da
homeostasia organica, exercendo o papel de barreira fisica e quimica, de
manutencao do equilibrio de fluidos, de termorregulacdo, e de manutencao do
sistema nervoso em contato com o meio ambiente (SORG et al., 2017). Portanto,
a eficacia do reparo tecidual € apontada como fator primordial para sobrevivéncia
humana na natureza (REINKE; SORG, 2012).

3.1 PELE E REPARACAO DO TECIDO EPITELIAL

A pele possui duas camadas principais. A mais externa, a epiderme, &
formada por um epitélio escamoso estratificado queratinizado. A segunda
camada, formada por um tecido fibroso-colageno-elastico que da suporte a
epiderme, e responsavel por hospedar vasos, nervos e receptores sensoriais, €
denominada derme. Além destas, existe ainda uma terceira camada mais
profunda, a hipoderme, que estd conectada ao periosteo, sendo constituida
principalmente de tecido adiposo (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

InterrupcBes ocasionadas na estrutura dos tecidos corpOreos provocadas
por traumas de origem quimica, fisica ou mecéanica, ou ainda por alguma
intervencéo clinica, sdo denominadas feridas. Quando tais rupturas ocorrem em
uma das camadas da pele, temos uma leséo ou ferida de pele (NOTODIHARDJO
et al., 2020; OU et al., 2021).

O reparo das lesdes cutaneas, entendido como o esfor¢co dos tecidos em
restaurar a funcdo e estrutura natural do tecido, envolve um mecanismo de
notéria complexidade, que além da ativacdo de mediadores, se processa
mediante diversas interacdes entre o tecido parenquimatico, a matriz extracelular
e os elementos figurados do sangue (BARBARA FLORES FERREIRA SILVA
RODRIGUES., 2012; ROSINCZUK et al., 2016).

Regeneracdo e cicatrizacdo (reparacdo) sao o0s dois principais
mecanismos de reparo acionados pelo organismo apos a ocorréncia da lesdo
tecidual. O primeiro diz respeito a restauragdo completa da estrutura do tecido

pré-existente, ou seja, a troca do tecido lesionado por um novo tecido, analogo
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ao inicial, e recuperacao da funcao e estrutura natural do mesmo. Tal sequéncia,
acontece quando existe integridade da camada basal da epiderme, permitindo
que as bordas epiteliais se direcionem para o centro da ferida, fechando
rapidamente sua superficie. No mecanismo de cicatrizacdo, como o proprio
nome remete, ocorre a formacao de uma cicatriz caracterizada pela deposicéo
de colageno e remodelacao tecidual. Para tanto existe a necessidade de uma
lesdo mais profunda as camadas da pele, sem a possibilidade de restauracéo
das estruturas epiteliais (CARDOSO et al., 2013)

Apesar da ndo existéncia de limites muito precisos, tal processo pode ser
classificado em fases sobrepostas, a saber: hemdstase; inflamacéo; proliferacao
(formacdo do tecido de granulacdo, com deposicdo de matriz extracelular
(colageno, elastina e fibras reticulares); e remodelacao. Para fins didaticos, tais
processos podem ser divididos em apenas trés: hemdéstase e inflamacgéo, que
formam um estagio Unico, seguidas de proliferacdo, e por ultimo, a remodelacao
tecidual. (OLIVEIRA, L.V.P.M.; DIAS, 2012), como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Etapas reparo da ferida

Hemostase e Inflamagdo Proliferagao Remodelagdo '

epiderme
reparada

epiderme
lesionada
derme
reparada

quitosana

vaso
sanguineo

hipoderme

macréfagos

proliferagcao de
fibroblastos

fibroblastos

Fonte: Autor

3.1.1 Fase Inflamatoéria

Logo apos o acontecimento do dano tecidual, inicia-se um estagio com
duracéo de aproximadamente 72 horas, o qual mescla caracteristicas tanto da

fase hemostatica, quanto da fase inflamatoria. Em decorréncia das alteragfes no
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endotélio, da descontinuidade do vaso e do extravasamento dos seus
constituintes, eventos vasoconstrictores sao imediatamente iniciados a fim de
reduzirem a perda sanguinea para 0 espacgo extravascular. Nesse momento, se
inicia a formacédo do coagulo sanguineo, composto por fibrina, o qual retoma a
homeostase local propiciando um ambiente adequado para liberacéo de fatores
de crescimento pelas plaquetas (GAUGLITZ et al., 2011; OLIVEIRA, L.V.P.M.;
DIAS, 2012). A agregacao das plaquetas aos leucécitos é aumentada, bem como
0sS niveis de quimosinas, citocinas, e fatores de crescimento. Tais eventos séo
caracteristicos do processo inflamatorio.

Outro ponto importante, destacado pelos autores do trabalho citado
acima, € que nessa fase ocorre o direcionamento dos neutrofilos e mondcitos
para o local da ferida a fim de desbridar a superficie da lesdo e realizar a
fagocitose dos corpos estranhos presentes no local. Tais células mostram maior
pico de atuacao no primeiro e segundo dia apds a ocorréncia da lesdo, sendo
verificado um maior aporte de macréfagos durante as 24 a 72 horas que seguem.
Vale ainda destacar, que 0s macrofagos sdo responsaveis por ativar 0s
elementos celulares das fases seguintes, tais como os fibroblastos e células
endoteliais.

3.1.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa tem inicio em aproximadamente 3 dias ap0s a lesao.
Estima-se que tenha continuidade ainda por 2 a 3 semanas, marcando o inicio
da formacado da cicatriz. Essa fase € dividida em quatro etapas: reepitelizacao,
angiogénese, formacao de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno
(NAYARA SZWED; LUCIA PEREIRA DOS SANTOS, 2015).

Os autores citados complementam afirmando que, a etapa de
reepitelizacdo acontece de maneira precoce quando a membrana basal se
encontra integra, sendo sua duracdo de aproximadamente 3 dias. E
caracterizada pela migracdo das células epiteliais em dire¢do superior, e pela
restauragcdo das camadas normais da epiderme. Ao contrario, caso a membrana
basal esteja lesionada, as células epiteliais que margeiam a ferida iniciam um

processo de proliferacdo, buscando retomar a barreira protetora.
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A etapa seguinte é a angiogénese ou neovasculariza¢cdo, marcada pela
migracao de células endoteliais e desenvolvimento de capilares, essenciais para
0 processo de reparacdo(NAYARA SZWED; LUCIA PEREIRA DOS SANTOS,
2015). A principal consequéncia da angiogénese é a formacdo do tecido
conjuntivo, o qual em virtude da presenca de numerosos capilares adquire um
aspecto granular, recebendo a denominagdo de tecido de granulacdo
(OLIVEIRA, I.V.P.M.; DIAS, 2012).

A granulacdo e a deposicdo de colageno marcam o final da fase
proliferativa. O PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas), realiza a
ativacao dos fibroblastos, fazendo com que saiam do estado de quiescéncia e
migrem do tecido vivo para o local da ferida. O Fator de transformacédo do
crescimento beta (TGF-B) atua induzindo a producédo de colageno tipo | pelos
fibroblastos, bem como provocando sua transformagédo em miofibroblastos,
responsaveis por promover o fechamento da lesdo (NAYARA SZWED; LUCIA
PEREIRA DOS SANTOS, 2015).

3.1.3 Fase de Remodelacéo

A fase de remodelacéo é marcada pela producéo, depdsito e organizacao
do colageno. O colageno € uma proteina amplamente encontrada na matriz
extracelular (MEC), sendo essencial para a organizacao e resisténcia tecidual,
se destacando como a mais abundantemente encontrada no tecido conjuntivo
em fase de cicatrizacdo (ISAAC C, LADEIRA PRS, REGO FMP, ALDUNATE
JCB, 2010).

Durante essa fase, os fibroblastos e macréfagos secretam a colagenase,
cuja acao causa um equilibrio entre a producdo e destruicdo das fibras de
coldgeno, levando a um aumento da resisténcia da ferida, sem elevacdo da
quantidade da referida proteina (BRITO, 2016).

Particularmente, na matriz dérmica sdo encontrados dois tipos de
colagenos: o tipo I, que corresponde a 80 a 85% da camada mais profunda da
pele, e o tipo lll, que representa 15 a 20% da referida camada (ISAAC et al.,
2010). O colageno tipo | mostra um didmetro total de 1 a 20 um, estando situado

principalmente na derme reticular. Ja o colageno tipo Ill, exibe menor diametro,
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ou seja, 0,5 a 2 um, estando presente na sua maior parte na derme papilar
localizada mais superficialmente (GRAY H, 2008).

O primeiro colageno produzido no processo de reparo tecidual € o do tipo
[ll, que se mostra com menor espessura que o coldgeno presente na pele
normal. Em sequéncia, ocorre uma substituicdo progressiva do colageno tipo lll,
pelo coldgeno tipo |, o qual se apresenta mais resistente, espesso e organizado
nas linhas de tensdo. Tais transformacfes trazem como implicagdo uma
elevacdo da forca ténsil da ferida (SOUZA; CASTRO; SILVA, 2021).

Por fim, as fibras de colageno se apresentam com maior espessura e mais
irregulares. O desenvolvimento de tais caracteristicas traz como consequéncia
direta um aumento na sua for¢ca mecéanica, tornando o tecido mais resistente.
Com o decorrer do processo, ocorre uma reducdo na deposicao de colageno e
o desaparecimento de boa parte das células, o que resulta, finalmente, na
formacéao do tecido cicatricial (SORG et al., 2017).

3.2 QUITINA E QUITOSANA

Conhecida como um dos biopolimeros mais abundantes na natureza, a
quitina ou poli-(B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina), tem sua producdo anual
estimada em aproximadamente um trilhdo de toneladas (MORGANTI;
COLTELLI, 2019). O polimero é extraido, principalmente, através do processo
de desmineralizacdo com &cido cloridrico (HCI) do exoesqueleto de crustaceos,
seguido do processo de desproteinizacdo com hidroxido de sédio aquoso
(NaOH) (MOHEBBI et al., 2019).

Considerando que 75% da massa corporal total de caranguejos, lagostas
e camardes, resulta em subprodutos como casca, espinha dorsal, cauda e
cabeca, pode-se inferir que, durante muitos anos a industria de processamento
de frutos do mar gerou significativa quantidade de residuos (FERNANDO et al.,
2016; LOPES et al., 2018), os quais na maioria das vezes sofrem deterioracéo a
céu aberto, sdo queimados, ou simplesmente, devolvidos ao mar, resultando em
potenciais problemas ao meio ambiente (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN,
2016; XU et al., 2013).

A Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), publicou em 2018 o relatério The State of World Fisheries and



28

Aquaculture, onde atesta que cerca 7 milhdes de toneladas de crustaceos séo
contabilizados como parte da producdo mundial de peixes cultivados (FAO,
2018). Desse total, apés a retirada da parte comestivel, os residuos de
crustaceos se mostram uma significativa fonte de quitina, além pigmentos e
outros nutrientes como proteinas e lipidios (GAO et al., 2016; HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016; MAO et al., 2017; VAZQUEZ et al., 2017).

Recentemente, observa-se um aumento do interesse comercial para
obtencdo de quitina com consideravel grau de pureza a partir de fontes néo
convencionais, como fungos e insetos. Para Mufioz et al. (MUNOZ et al., 2015),
a extracdo fungica da quitina apresenta como vantagem a auséncia da arginina
quinase, tropomiosina, e miosina de cadeia leve, presentes nos crustaceos, e
gue sao passiveis de desencadear reacfes alérgicas. Outra vantagem seria o
melhor controle das propriedades fisico-quimicas durante a producao de quitina
advinda de organismos como os fungos, se comparada a obtida de crustaceos,
0S quais experimentam variacao de tais propriedades de acordo como o periodo
de colheita e espécie (HASSAINIA; SATHA; BOUFI, 2018).

A extracdo de quitina e outras substancias derivadas de crustaceos se
configuram como uma relevante alternativa de reaproveitamento de material e
consequente preservacao da natureza. Além disso, a utilizacdo de tais materiais
representa um passo relevante na producao de compostos com importantes
caracteristicas biolégicas e promissora aplicacdo em diversos campos (MATICA
et al., 2019).

Dentre os derivados da quitina que mais se destacam por suas aplicacées
biomédicas, cita-se a quitosana, um polissacarideo linear constituido por
unidades de N-acetil-glucosamina e N-glucosamina. O processo de N-
desacetilacdo da quitina é a principal forma de obtencdo da QUI, que pode
também ser encontrada e extraida da natureza, porém, em pequenas
quantidades. Dentre os processos quimicos de desacetilagéo, a reacao quimica
através do uso de solucdo alcalina (NaOH) na proporcdo de 1:5, a 180 °C
(TOLAIMATE et al., 2000) é um dos mais utilizados. A Figura 2 abaixo apresenta

as estruturas quimicas dos biopolimeros quitina (A) e quitosana (B).
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Figura 2 - Estruturas quimicas idealizadas da quitina (A) e quitosana (B), onde

n € o grau de polimerizacao
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Fonte: Autor

3.2.1 Caracterizacao e propriedades da quitosana no reparo tecidual

A compreensdo das caracteristicas fisico-quimicas da QUI é essencial
para o entendimento de seus atributos funcionais. Um exemplo é a distribuicao
e porcentagem de grupos amino ao longo da cadeia polimérica, conhecido como
grau de acetilacio médio (GA), o qual guarda relacdo com uma das
caracteristicas mais relevantes do polimero, ou seja, sua natureza policatibnica
em meio &cido, resultante da ionizacdo dos grupos amino. Assim, as
propriedades funcionais da QUI, como solubilidade, razdo de intumescimento,
bioatividade e biodegradacado, sdo influenciadas pelo grau de acetilacdo da
mesma (MATICA et al., 2019).

A QUI nado é solavel em agua, porém, a presenca do seu grupo amino
primario possibilita sua solubilidade em acidos organicos como acido acético,
piravico, citrico e latico, quando diluidos com pH inferior a 6,5 (H. ROLIM et al.,

2018). De acordo com sua origem e preparacdo, a massa molar da QUI pode
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variar de 300 a mais de 1000 kDa. Tal caracteristica guarda relagéo direta com
a resposta local apos a introdugdo do polissacarideo, influenciando na
proliferacéo celular, no aparecimento de edema, bem como na biodegradacao
do material. Uma menor massa molar resulta em melhor absor¢cdo de agua e
maior solubilidade (VANDEVORD et al., 2002).

Os grupos funcionais amino, acetamido e grupos hidroxila primarios e
secundarios, possibilitam uma facil modificacdo do polissacarideo para obter
diferentes derivados e uma grande variedade de aplicacbes (MOEINI et al.,
2020). Tal fato torna a QUI e seus derivados um polimero versatil e promissor
para ampla gama de finalidades, devido suas propriedades como: néo toxico,
mucoadesivo, antimicrobiano, biocompativel e biodegradavel, além do fato de
ser atuante no processo de aceleracao da proliferagéo celular (H. ROLIM et al.,
2018). Tais propriedades mostram-se bastante vantajosas em aplicagbes
biomédicas, como por exemplo, na engenharia de tecidos, no reparo de feridas
ou no desenvolvimento de excipientes para entrega de medicamentos e entrega
de genes (CHEUNG et al., 2015).

Uma das propriedades mais interessantes e promissoras da QUI e seus
derivados € sua atividade antimicrobiana, a qual atrai especial atencao para sua
utilizacdo na industria alimenticia e na producdo de medicamentos (DANG et al.,
2018). A acao antimicrobiana da QUI se faz por dois mecanismos principais. O
primeiro, caracteriza-se pela interagdo de grupos anionicos existentes na
superficie celular com grupos catiénicos da QUI. Nesse processo, o0 incremento
na quantidade de carga positiva na forma de -NHs* nas cadeias poliméricas da
QUI faz com que ela apresente uma aderéncia mais forte as paredes celulares
das bactérias, mostrando, dessa forma, significativa atividade. Tal interacéo
pode resultar na formacdo de uma camada impermeével em torno das células
bacterianas e inibir o transporte de solutos vitais. J4 0 segundo mecanismo, tem
como caracteristica a insercdo da QUI no ndcleo da célula e a inibicdo de sua
sintese proteica (BANO et al., 2017).

3.2.2 Quitosana e a aceleracdo do processo de reparacao tecidual
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A propriedade imunomoduladora da QUI, manifestada pela capacidade de
ativar macrofagos, € um destaque do polimero quando se trata do processo de
reparacdo de feridas. Tal particularidade explica ndo apenas seu papel na
aceleracdo do reparo de lesbes, mas também na biodegradabilidade organica
do composto. Ao serem ativados pelos oligdbmeros de quitina e QUI, os
macrofagos iniciam a liberacdo de interleucina-1, estimulando o aumento de
fibroblastos e influenciando na estrutura do colageno. Além disso, também
propiciam a liberacdo de N-acetilglicosaminidase, responsavel pela hidrélise da
QUI em unidades monoméricas de N-acetilglicosamina e glicosamina. Tais
unidades de carboidratos sdo importantes para a biossintese do &cido
hialurbnico e de outros elementos da matriz extracelular produzidas pelos
fibroblastos (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A QUI promove a migracdo de neutrdfilos, facilitando a resolugédo da
resposta inflamatoria, contribuindo para a aceleracdo do processo reparador.
Além disso, feridas tratadas com QUI mostraram menor grau de fibroplasia
(deposicdo do colageno de maneira desorganizada), favorecendo a
reepitelizacdo com formacgdo de cicatriz lisa (SILVA; SANTOS; FERREIRA,
2006). Kumar (RAVI KUMAR, 2000) refere um aumento da atividade da lisozima
extracelular em cultura de células que receberam tratamento com quitina e seus
derivados, tendo como resultado a formacdo de tecido conjuntivo. Presente
naturalmente no fluido extracelular, a lisozima € capaz de despolimerizar com
facilidade a quitina e QUI, que atuam como fontes de liberacdo retardada de
mondmeros N-acetilglicosamina, maior componente do epitélio e cuja presenca
é fundamental para ocorréncia do reparo tecidual das feridas durante o processo

de reparo.

3.2.3 Micro e nanoestruturas a base de quitosana para o reparo de pele

Aléem da multiplicidade de suas propriedades, a adequacdo para
diferentes aplicagbes como materiais para curativos, transportadores de
medicamentos, substitutos 6sseos, e dispositivos de biossensor e diagndstico,
tornam a quitosana uma opcao de exceléncia na area biomédica (UL-ISLAM et

al., 2023). Especificamente em relagdo ao reparo de lesdes cuténeas, a
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versatilidade do polimero permite sua manipulacdo para o desenvolvimento de
estruturas multifuncionais com importante papel no processo de restauracdo da
pele, como por exemplo, hidrogéis, filmes, esponjas, nanoparticulas, dentre
outros (ALVEN; ADERIBIGBE, 2020).

O principal destaque dos hidrogéis de quitosana no reparo tecidual é sua
propriedade de manter a umidade do ambiente da ferida, bem como, em virtude
de sua atividade antimicrobiana, servir como obstaculo contra bactérias
causadoras de infec¢cdes (SOARES et al., 2020). A aplicacdo promissora dos
hidrogéis a base de quitosana em aplicacbes de engenharia de tecidos é
reforcada por Fu; Yang; Guo (FU; YANG; GUO, 2018). No entanto, o autor
lembra que, a utilizacdo de quitosana em conjunto com outros polimeros
sintéticos ou naturais, mostra maior eficAcia se comparada com o uso de
hidrogéis puros de quitosana, uma vez que estes Ultimos apresentam baixa
resisténcia mecanica. Nessa situacdo, uma alternativa vidvel seria a
incorporacdo de reticulantes, que possuem a capacidade de melhorar a
resisténcia mecanica dos hidrogéis a base do polimero.

Filmes a base de quitosana se destacam por mostrar boa permeabilidade,
ampla area superficial e propriedades antibacterianas Unicas, se apresentado
como uma escolha potencial a pele artificial e um material relevante para uso
como curativos de feridas (VIVCHARENKO et al., 2020). A permeabilidade e
hidrofobicidade superficial dos filmes de quitosana podem ser aumentadas sem
modificacdes relevantes da sua estrutura quimica original por meio da irradiacédo
com raios gama (SALARI et al., 2021). J& a resisténcia a tracdo e alongamento
na ruptura de tais estruturas, pode ser conseguida com a utilizacao de cloreto de
montmorilonita-cobre. Tais propriedades somadas a capacidade de aceleracao
significativa da taxa de cicatrizacdo de feridas, faz dos filmes de quitosana um
material de comprovada eficiéncia no reparo tecidual (UMAR et al., 2021).

Em virtude da satisfatdria porosidade estrutural, biocompatibilidade e boa
absorcdo de liquidos, as esponjas de quitosana se configuram como um
biomaterial propicio para hemostasia de feridas (ZHANG et al.,, 2020). Tais
estruturas ndo apresentam toxidade, sdo biodegradaveis, podem carrear
medicamentos antibacterianos e proporcionar a coagulagdo sanguinea em
feridas (HU et al., 2018).
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Nos ultimos anos, 0s hanomateriais tém ganhado cada vez mais destaque
na area biomédica (ZHANG et al., 2019). Nanoparticulas de quitosana além de
portarem as excelentes propriedades bioldgicas do polimero, agregam também
a capacidade de melhorar a estabilidade dos medicamentos carreados por elas
e controlar a taxa de liberacdo dos mesmos (RIZEQ et al., 2019). A seguranca,
biocompatibilidade e facilidade de formar complexos proteicos ou de DNA para
utilizacado como sistema de entrega de genes sao diferenciais das nanoparticulas
de quitosana, segundo Bowman e Ledo (Bowman e Ledo, 2006). Para Xia et. al.
(XIA et al., 2022), os varios atributos conferidos as nanoparticulas de quitosana
substanciam o seu uso enquanto abordagem terapéutica promissora na terapia

direcionada a varias enfermidades na clinica médica.

3.3 PIPERINA

A necessidade de uma terapéutica eficiente para o cuidado de uma
populacdo acometida por lesdes a serem reparadas € um desafio crescente que
demanda estratégias inovadoras. Na pratica clinica atual, a utilizacdo de
produtos naturais, especialmente os derivados de plantas medicinais, vem se
revelando uma abordagem bem quista no tratamento de tais danos
(CARNEVALLIA; ARAUJO, 2013).

Produtos naturais possuem enorme diversidade quimica e estrutural,
particularidade que os apresenta como uma fonte praticamente ilimitada para o
desenvolvimento de varios compostos (AMIRKIA; HEINRICH, 2015). Nessa
visdo, as plantas medicinais consolidam historicamente seu valor como fonte de
moléculas com potencial terapéutico e, atualmente, simbolizam um importante
reservatorio para a identificacdo de novas drogas (ATANASOV et al., 2015). Da
mesma forma, ao longo dos anos, muitos alimentos utilizados como parte da
rotina dietética de diferentes populacdes passaram a ser agregados como
componente de medicamentos, curativos e cosméticos (CARNEVALLIA;
ARAUJO, 2013). O interesse pela utilizacdo das propriedades curativas dos
alimentos também é relatado por Haqg et al. (HAQ et al., 2021), ao afirmar que
devido aos vérios beneficios para prevencdo de doencas e preservacao da
saude, atualmente os compostos funcionais dos alimentos tem atraido a atengéo

de varias areas das ciéncias médicas.
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Varios compostos tais como a Piper nigrum, Piper longum, Piper chaba,
Piper guineense e Piper sarmentosum compdem a familia Piperaceae. Em tais
plantas, além da Piperina (PIP) é possivel encontrar vasta gama de compostos
bioativos, também conhecidos como nutracéuticos. Flavonoides, fendlicos,
amidas, alcaloides, esterdides, neolignanos, lignanos, chalconas e terpenos sao
exemplos de compostos encontrados nas pimentas. Além destes, também é
sabido que a planta é rica em ferro, potassio, e nas vitaminas C e A (EE et al.,
2010).

Devido as suas varias propriedades bioativas e a presenca dos referidos
fitoquimicos, a referida espécie vegetal tem sido usada tradicionalmente como
parte da terapéutica popular como anticéptico, diurético, auxiliar da digestao e
composto antibacteriano (AHMAD, N., FAZAL, H., ABBASI, BH, FAROOQ, S.,
ALI, M., & KHAN, 2012). Em sua revisdo Carnevallia; Aradjo (CARNEVALLIA,
ARAUJO, 2013) afirma que além de ser comumente contemplada na pratica
culinaria, a PIP tem sido utilizada h& varios anos como um importante recurso
medicinal dos povos indianos, chineses e norte africanos.

As plantas do género Piper representam mais de 1000 espécies nativas
dos trépicos, popularmente conhecidas como pimenteiras ou falsos-jaborandi
(COSTA, 2010). No Brasil, a pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum),
principal espécie da qual é isolada a PIP, foi inicialmente introduzida pelos
escravos no Século XVII, sendo seus frutos, especiarias de relevante interesse
comercial desde entdo. Os Estados do Maranh&o, Ceara, Bahia, Para, Paraiba,
Amapa e Espirito Santo, sdo 0s que mais se destacam, produzindo toneladas de
gréos por hectare anualmente (CARNEVALLIA; ARAUJO, 2013).

3.3.1 Biossintese, caracteristicas e propriedades da piperina

A piperina € obtida da pimenta do reino (Piper nigrum), uma planta
trepadeira que pode atingir cerca de 4 metros de altura, e cujos os frutos sé&o
compostos por sementes com formato globular de coloracdo vermelha quando
maduros e escuros e rugosos quando passam pelo processo de secagem
(JUNIOR, 2021). (Figura 3)
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Sendo classificada como uma amina (1-piperoilpiperidina), trata-se de um
alcaloide simples e pungente (ASHOKKUMAR et al., 2021), que ap0s sofrer
biotransformacao se desdobra em acido pipérico e piperidina (ROGER, 1998).

A Figura 3 mostra os compostos quimicos formadores da estrutura da
piperina representados respectivamente pelas subunidades A, B e C, bem como
os frutos de P.ningrum e sua amina natural em forma de cristais. A estrutura
qguimica da piperina é composta por um grupo 1,3-benzodioxola (subunidade A
— Figura 3 d), situado apds uma cadeia de acido pentadiendico (subunidade B —
Figura 3 d) e pela piperidina (subunidade C — Figura 3 d). O acido pipérico,
representado pela porcdo acil da molécula da piperina, tem como precursor o
respectivo derivado cinamoil-SCoA, o qual é biossintetizado a partir do acido
chiguimico. Apds reacdo do derivado cinamoil-SCoA com uma unidade de
malonil-SCoA, se obtém o tio éster piperoil-SCoA, que reage com piperidina,
formando a piperina (FERREIRA et al., 2012).

Figura 3 - Frutos frescos (a), secos (b) e moidos (c) de P.ningrum. Estrutura
quimica (d) e cristais (e) da amina natural piperina

(d) subunidade B

i —
subunidade A

QO B /\\//\)()L\s&:bunidadec
I

(c) (e)

Fonte: Autor

Caracterizada como um composto cristalino, que pode apresentar
diferentes coloragfes, podendo ser incolor, amarelo-pélido ou esbranquicado, a

piperina apresenta ponto de fusédo entre 128° e 132°C, e mostra boa solubilidade
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em etanol, cloroférmio, acido acético e benzeno, sendo levemente sollvel em
éter etilico e insoluvel em 4gua (SAHU; CHOURASIYA; GAJBHIYE, 2012).

Apoés o isolamento e caracterizacdo completa, a PIP apresenta como
acOes terapéuticas de maior relevancia: capacidade antioxidante e
antidislipidémica (DHIVYA et al., 2017), anti-inflamatéria (ELKADY; TAWFIK,
2018), antihiperglicémica (MAEDA et al., 2018), imunossupressora (RODGERS
et al., 2016), neuroprotetora e antitumoral (WANG-SHENG et al., 2017). Suas
propriedades antipirética, analgésica, anticonvulsivante, antifingica, bactericida,
reparadora de feridas, antiespasmddica, antidiarreica, antiparasitaria, como
também o aumento na taxa metabdlica, contribuindo para perda de peso, sao
também propriedades relevantes do composto (BONTEMPO, 2007).

Poucos ainda sdo os trabalhos publicados que trazem a acéo da PIP no
processo de reparacédo de pele. Porém, outras propriedades do composto como
reducao do processo inflamatério em quadros de osteoartrite (YING et al., 2013),
acao antifungica (SILVA NETA, 2019), diminuicdo dos parametros lipidicos, com
excecdo do colesterol do tipo HDL (THIRUMALAI; TAMILSELVAN; DAVID,
2014), e efeito preventivo no desenvolvimento de céancer de pulméo
(SELVENDIRAN; BANU; SAKTHISEKARAN, 2004) sao bem substanciadas pela

literatura.

3.3.2 Interagdo com outros compostos e toxicidade

Em relacéo a interagdo com outros compostos, de acordo com Khan et al.
(KHAN et al., 2010), a PIP aumenta a biodisponibilidade de diversas drogas no
organismo. Atribui-se tal incremento a rapida absor¢cdo organica do composto,
gue ao atravessar a barreira intestinal, forma complexos de farmacos nao
polares e solutos, os quais tendenciam o aumento da permeabilidade entre as
barreiras celulares (CARNEVALLIA; ARAUJO, 2013). Entre os farmacos cujo o
aumento da concentracdo plasmatica é observado quando associado a piperina,
cita-se o antiarritmico, Esparteina; o mucolitico, Vasicina (ATAL; ZUTSHI; RAO,
1981); o anti-hipertensivo, Propranolol; o antiasmatico, Teofilina e o antiepilético,
Fenitoina (BANO et al., 1991).
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Derosa e colaboradores (DEROSA; MAFFIOLI; SAHEBKAR, 2016)
afrmam que, a PIP tem sido empregada também para aumentar a
farmacotécnica, isto é, a bioatividade ou biodisponibilidade, de varios agentes
nutracéuticos como curcumina, betacaroteno, barbitdricos, coenzima Q10,
guercetina, resveratrol, e piridoxina. Em estudo recente sobre a avaliagdo dos
efeitos protetores da quercetina, realizado em ratos induzidos ao
desenvolvimento de Parkinson, foi possivel demonstrar a capacidade da PIP de
potencializar os efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e neuroprotetor do
composto.

A toxicidade que a PIP apresenta aos organismos é uma das
caracteristicas mais relevantes para a avaliacdo da dosagem do composto. Em
humanos, a principal via de exposicdo a PIP é a ingestdo dietética. Logo, o
padrdo alimentar e o consumo total diario, sdo fatores que podem variar
significativamente a exposicédo ao composto. Como exemplo, pode ser citado a
alimentacéo dos paises asiaticos, onde, a fim de conferir sabor caracteristico as
preparacdes, alimentos consumidos no préprio domicilio ou obtidos em
restaurantes, cadeias alimentares ou vendedores de rua, utilizam grande
guantidade de especiarias, em especial, a pimenta do reino. Por conseguinte,
tais regiBes mostram um consumo de piperina acima da média, se comparado a
outras localidades. Vale ressaltar que, a piperina pode ainda estar presente no
cotidiano alimentar dos individuos como agente aromatizante de alimentos
industrializados, em concentracdes que podem variar amplamente de 0,4-6 ppm
(em doces) a 640 ppm (em alguns produtos assados).

Tendo em conta que as oleorresinas de pimenta preta apresentam cerca
de 40% de PIP, pode-se inferir que um individuo consome aproximadamente
cerca de 1 pg kg? dia?! de PIP, sendo o Nivel de Efeitos Adversos nao
Observados (NOAEL) para ingestédo da PIP em até 5 mg kg* dia! (HAQ et al.,
2021). Tal dado mostra que o consumo regular de pimenta preta ndo apresenta
toxicidade.

Ja em relacdo a animais, estudos ndo acusam acles toxicas a nivel
hepatico e renal (CARDOSO, 2005), bem como néo apresenta potenciais efeitos
citotoxicos (REN; LIANG, 2018) e nem imunotéxicos (DOGRA; KHANNA;
SHANKER, 2004).
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3.4 ABSORCAO DA QUITOSANA E PIPERINA NO TRATO
GRATROINTESTINAL

Segundo Tungland; Meyer (TUNGLAND; MEYER, 2002), quitosana,
quitina, colageno e condroitina sdo entendidos como componentes das fibras de
origem animal, que por sua vez, pertencem ao grupo das fibras alimentares. O
autor complementa lembrando que tais nutrientes, também denominados de
fibras dietéticas, tem como principal caracteristica sua resisténcia a acao das
enzimas digestivas humanas.

Corroborando com o autor acima, Damian (DAMIAN et al., 2005) ressalta
que, a indigestibilidade no trato gastrintestinal superior (boca, faringe, eséfago,
estbmago) € uma das principais particularidades da fisiologia digestiva da
quitosana. J4 em relacdo a sua passagem pelo estbmago, Azevedo (AZEVEDO
et al., 2007) levanta outro ponto relevante ao afirmar que, devido ao ambiente
acido caracteristico do estémago, o polimero apresenta a capacidade de
adsorver parte das gorduras, formando uma espécie de “esponja”’. Isso ocorre
em decorréncia da sua elevada densidade de cargas positivas, que lhe confere
a habilidade de se ligar aos lipideos (moléculas de gordura de natureza
negativa).

No intestino grosso, a exemplo de outras fibras dietéticas, apesar de nao
estar sujeita a digestdo por enzimas, a quitosana pode ser metabolizada e sofrer
degradacédo pelas hidrolases produzidas por certas bactérias da parte final
desse o6rgdo (BARRETT, 2015), sendo parcial ou totalmente fermentada,
convertida em acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) e
gases (hidrogénio, metano e dioxido de carbono), e ainda, servir como fonte
energética para a microflora do célon intestinal (CUMMINGS; MACFARLANE;
ENGLYST, 2001). Ja no intestino delgado, a quitosana procede se maneira
similar a uma resina de troca i6nica, ligando-se a anions hidrofébicos, como os
acidos biliares, formando micelas. Tal acdo diminui a absor¢do do polimero,
fazendo com que seja excretado nas fezes (GIROTTO et al., 2017).

No que diz respeito a absorcado da piperina, Srinivasan (SRINIVASAN,
2007) relata que ap0s a ingesta dietética, 0s principios pungentes presentes na
pimenta preta, ativam as secre¢des gastricas e estimulam a producéo e liberagéo

da bile, rica em sais biliares. O autor complementa afirmando que, em sequéncia
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a piperina é absorvida no intestino e rapidamente metabolizada. E que, apés a
absorcdo no referido 6rgéo, devido a sua ndo solubilidade em &gua, necessita
de um transportador, sendo a albumina sérica apontada como o principal
carregador sanguineo do composto (SURESH et al.,, 2007). Assim, sua
metabolizacdo € feita atravées da desmetilacio do seu grupamento
metilenodiéxido. Essa biotransformacdo é realizada, em sua maioria, pelo
sistema microssomal do citocromo P-450 das células do Figado (FRANCA et al.,
2021).

Enriquecendo informagdes sobre o processo digestério e absortivo da
piperina, Platel e Srinivasan (PLATEL; SRINIVASAN, 2001) complementam
ratificando que, a piperina dietética tem como particularidade a capacidade de
reduzir significativamente o transito alimentar gastrointestinal e que tal fato se
correlaciona com sua influéncia benéfica nas enzimas digestivas ou na secre¢cao
biliar. Ainda em relacéo a absorcédo do composto, Smilkov et al. (SMILKOV et al.,
2019) referem que, ap0s sua completa conversdo metabdlica, a piperina é
excretada via fecal, ndo havendo deteccdo urinaria do composto. O autor
enfatiza que, os achados relativos aos processos de digestdo, absorcéo e
metabolizagdo da piperina em humanos originaram-se em grande parte de

estudos realizados em animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

As amostras de QUI de média massa molecular (Mw = 274 000 g/mol e
Mn = 136 000 g/mol) e PIP 97% foram obtidas comercialmente da empresa
Sigma-Aldrich, Sdo Paulo — SP, Brasil. O acido acético e agua ultrapura foram

obtidos da LabSynth (S&o Paulo, Brasil) e utilizados conforme recebidos.

4.2 PRODUCAO DAS AMOSTRAS

Para obtencao das microparticulas de QUI e QUI/PIP liofilizadas, 3 g de
QUI de média massa molecular (Sigma-Aldrich®) foi solubilizada em 300 mL de
solucdo aquosa de acido acético glacial (Sigma-Aldrich) 1% (v/v) com o auxilio
de um agitador magnético (IKA ® RCT basic), utilizando velocidade de agitacéo
constante de 660 RPM pelo periodo de 24 horas. Apés solubilizagdo, a amostra
foi fracionada em porgbes de 20 a 30mL em béqueres e congeladas a -20°C.
Apds o congelamento, as amostras foram liofilizadas em um liofilizador de
bancada (Terroni® Enterprice) por 24 horas. O material obtido foi triturado
utilizando um moinho (Phillips® RI2103) e acondicionado em frasco inviolavel e
com saché de silica para evitar umidade. O processo acima € descrito no
fluxograma da Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma do processo de obtencdo das microparticulas de

quitosana liofilizadas
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Para a amostra QUI/PIP, adicionou-se PIP dentro do seu limite de
solubilidade 0,04g/L — 0,012g na etapa de solubilizacdo de QUI em solugao
aguosa de &acido acético 1% (v/v) e seguiu-se com o mesmo procedimento
utilizado para a amostra de QUI pura. O rendimento do processo foi
aproximadamente 88,6% em massa. O processo de obtencdo da amostra de
quitosana/piperina liofilizadas é mostrado no fluxograma da Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma do processo de obtencdo das microparticulas de

quitosana/piperina liofilizadas
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Fonte: Autor

Ao final obteve-se um total de 2,4g de QUI e 2,7g de QUI/PIP. Para
alimentacéo dos animais, as amostras de QUI e QUI/PIP foram solubilizadas, em
120 e 130 mL de agua filtrada, respectivamente, através de agitacdo. As
solugdes formam acondicionadas em geladeira para posterior administracao, via

gavagem, aos animais.
4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
As amostras foram caracterizadas por Microscopia de Varredura

Eletronica, Calorimetria Diferencial Exploratéria e Espectroscopia na Regido do

Infravermelho.
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4.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho

A espectroscopia FTIR (na regiao do infravermelho — IV) foi utilizada para
identificar as estruturas quimicas dos componentes das amostras. Os espectros
foram obtidos usando o Modo de Reflectancia Atenuada (ATR), em equipamento
da marca da marca Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21.

A aquisicao foi realizada inserindo as amostras na superficie do prisma e
os espectros foram coletados na faixa de 4000-500 cm. Os resultados obtidos
em transmitancia foram tratados com software ORIGIN® versdo 2019b para

atribuicdo e comparacédo das bandas entre as amostras e seus componentes.

4.3.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria

Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram realizadas em
um analisador calorimétrico modelo DSC 2100, acoplados a um analisador
térmico TA 2000, fabricados pela empresa TA Instruments. As andlises foram
realizadas com razédo de aquecimento de 5°C min' em atmosfera dinamica de

ar e N2, com vazao de 50 mL min.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia superficial das amostras foi investigada empregando
Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV). A caracterizacdo por MEV foi
realizada utilizando equipamento modelo Hitachi - TM-3000, acoplado com
sistema para microanalise quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva —
EDS, sendo obtidas imagens usando magnificacdo de 500X e 1000X. As
amostras foram previamente secas em estufa a vacuo a 60°C por 6 h e
recobertas com uma camada de ouro. As imagens formam obtidas utilizando-se

tensao do feixe em 20 kV.



43

4.4 EXPERIMENTOS IN VIVO

4.4.1 Aspectos éticos e legais

O estudo aqui apresentado encontra-se de acordo com 0s preceitos da
Lei nimero 11.794 de 08 de outubro de 2008, Decreto numero 6.899, de 15 de
julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), sendo deferido pela Comisséo
de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Piaui (CEUA/UESPI)
de acordo com o Protocolo nimero 023005/2022-00 (ANEXO A).

4.4.2 Delineamento experimental

Para a realizagéo deste experimento foram selecionados 18 ratos Wistar
(Rattus norvegicus albinus) fémeas, com 60 dias de vida, procedentes do
Biotério do Nucleo de Biotecnologia e Biodiversidade da UESPI. Os animais
permaneceram em gaiolas individuais, de polietileno, devidamente etiquetadas,
em temperatura ambiente controlada de 25°C e umidade do ar de 60 %,
fotoperiodo de 12 h claro/escuro, recebendo agua e alimentacédo padrdo ad
libitum.

Os animais foram separados aleatoriamente em trés grupos
experimentais, contendo 6 ratos em cada grupo, sendo:

- Controle (GC): animais que receberam via alimentar (gavagem) 0,5 ml
de agua filtrada por 34 dias (20 dias antes e 14 dias ap0s a realizacao da lesao).

- Quitosana (GQ): animais que receberam via alimentar (gavagem) 0,5 ml
de solucdo de quitosana liofilizada por 34 dias (20 dias antes e 14 dias apés a
realizagéo da ferida).

- Quitosana/Piperina (GQP): animais receberam via alimentar (gavagem)
0,5 ml de solucdo de quitosana/piperina liofilizada por 34 dias (20 dias antes e
14 dias apo0s a realizacéo da ferida).

A Figura 6 apresenta de forma esquemaética o delineamento experimental
do estudo, mostrando a distribuicdo dos animais de acordo com 0s grupos, Como
também a quantidade de &gua, solugdo de quitosana e quitosana-piperina

liofilizadas, e ainda, a forma de administracao das solucdes.
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Figura 6 - Esquema do delineamento experimental do estudo
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Fonte: Autor

4.4.3 Procedimentos anestésicos

Os animais foram pesados para estabelecer a dose da anestésica, a qual
foi realizada por injecdo intraperitoneal, com uma associacdo, na mesma
seringa, de cloridrato de ketamina 80 mg/kg e cloridrato de xilazina 5 mg/kg. Em
conjunto, essas drogas apresentam um tempo de laténcia de 2 a 5 minutos e
possuem efeito maximo de 30 minutos. Para analgesia dos animais, foi
administrada dipirona 25 mg/kg a cada 8 horas durante 5 dias por via

intramuscular.
4.4.4 Protocolo de inducdo da leséo tecidual

Os animais anestesiados foram posicionados em decubito ventral, sendo
em seguida, realizada a tricotomia e assepsia na regiao dorsal de cada rato. A
assepsia foi efetuada com alcool 70%. Apds o procedimento, foi realizada a
inducéo de trés feridas cutaneas, removendo todas as camadas da pele, com a
utilizacdo de punch dermatolégico de 10 mm, respeitando como limites os

angulos inferiores das escapulas e 1 cm entre as lesdes.
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4.45 Tratamento

Os ratos dos grupos tratados receberam as solucbes de quitosana e
quitosana/piperina liofilizada, uma vez ao dia, por meio gavagem, de acordo com
0S grupos experimentais descritos anteriormente. Para tanto, os animais foram
imobilizados manualmente e por meio de uma seringa acoplada a uma agulha
de gavagem curva (canula diametro 1,2 mm e comprimento 39 mm), as solucdes

foram introduzidas no estdbmago do animal.

4.4.6 Analise macroscopica

A analise macroscopica da ferida foi realizada diariamente, sendo os
parametros necrose, inflamacao local, odor, presenca de fibrose ou liquido na

cavidade, julgados como “presentes” ou “ausentes”.

4.4.7 Analise morfométrica do indice de Reparo das Feridas

A analise morfométrica foi realizada através de registros fotograficos nos
dias 0, 3, 7 e 14. Foi utilizada uma camera digital no modo basico, sem flash, sem
zoom e resolucdo de 8,0 megapixels. Para a padronizacdo da distancia da
camera a ferida utilizou-se um suporte de aluminio distando 20 cm e
perpendicular a ferida.

Um paquimetro universal (Tramontina® - PR0O-44540004) disposto ao
lado dos animais e junto a ferida foi utilizado para a padronizacao da unidade de
area das lesdes em mm?2. As imagens foram analisadas pelo software ImageJ
1,45 (Research Services Branch, Nacional Institutes of Health — NIH (Bethesda,
Maryland, EUA). A area residual da lesdo foi calculada através da seguinte
férmula: (area inicial - area do dia da medida) / area inicial x 100 = percentual da
contracdo no dia da medida) (AGREN, 1997).

4.4.8 Processamento das amostras

A coleta das amostras de pele incluiu toda a extensédo das feridas, com

margem de 1 cm de pele integra, sendo realizadas no 3°, 7° e 14° dias.



46

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a
eutanasia por dose excessiva dos anestésicos ketamina (4x 80 mg/kg) e xilazina
(4x 10 mg/kg).

4.4.9 Analise histoldgica

Apoés a coleta, as pecas permaneceram em solucdes de formaldeido a
10% para a fixacado durante 24 horas. Posteriormente, foram lavadas em agua
corrente por 24 horas. Na sequéncia passaram por desidratacdo em solugéo
crescente de alcool etilico a 70%, 90% e 100% (1 hora). Apds os banhos de
desidratacédo, foi iniciada a diafanizacdo das pecas em solucdo de alcool/xilol
(1:1) por 1 hora e, a seguir, em 2 banhos de xilol puro, também por 1 hora cada
banho. Logo depois, as pecas foram incluidas em parafina e cortadas por meio
de um micrétomo rotativo (Spencer® — 820). Foram confeccionadas laminas
histolégicas com cortes de 5 um de espessura. Essas laminas foram coradas
com corante Hematoxilina e Eosina (HE, Merck®) para avaliacdo do processo
de reparagéo tecidual.

As laminas foram analisadas qualitativamente em microscopio de luz (Zeiss
Axiosop, Carl Zeiss®) com objetiva de 20x. As avaliacGes foram realizadas e a
identificacdo de cada lamina foi coberta com uma fita adesiva com o intuito de
nao haver um conhecimento prévio do avaliador sobre qual grupo sera avaliado,
evitando assim, qualquer possibilidade de indugc&o nos resultados obtidos. Ao

término da analise, a fita foi retirada e o resultado anotado no respectivo grupo.

4.4.10 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do teste variancia One-
Way (ANOVA One-Way) com pos hoc de Tukey, para comparar as médias de
tempo de reparo tecidual e tamanho da lesdo entre os grupos. Para todas as

analises, foi considerado nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

5.1.1 Espectroscopia na Regi&o do Infravermelho

Espectros na regido do infravermelho (FTIR) foram utilizados a fim de
caracterizar os grupos quimicos de ambos os materiais. Os espectros sao
mostrados na Figura 7. As bandas vibracionais tipicas correspondentes aos
grupos quimicos formadores foram identificadas da seguinte forma: bandas em
3200-3500 cm™ sdo atribuidas a deformacédo de O—H sobrepostas a deformacéo
N-H; em 2850-2970 cm! estdo associados a vibragdes de C-H; em 1640 cm™
a banda de vibracao relacionada ao grupo amida | (C - O alongamento) da QUI;
em 1550 cm a banda de amida Il (deformagao angular N-H) da QUI; em 1310
cm™ a banda de amida Ill (C = O-NH:2 deformacéo axial) da QUI; e finalmente
em 1060 e 1015 cm™! observa-se bandas correspondentes a deformacéo angular
do C-O da QUI (BRUGNEROTTO et al., 2001; PACHECO et al., 2023). As

bandas acima mencionadas estao relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1- Principais bandas de absorcéo encontradas no espectro FTIR da

Quitosana

3350 Deformacdes axiais de O-H e N-H

Bandas O-H sobrepostas com N-H
2920 Deformacgdes axiais de C-H
2880 Deformacgdes axiais de C-H
1640 Deformacgdes axiais de C-O e angulares de N-H (Amida I)
1550 Deformacdes axiais de C-H e angulares de N-H (Amida Il)
1310 C = O-NH2 deformacao axial (Amida Ill)
1060 Deformagao angular de C-O
1015 Deformacgao angular de C-O

Fonte: Autor
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Ja as bandas vibracionais referentes a PIP sdo: em 3371 cm™, alongando
a vibragdo dos grupos O-H; em 2945 cm™, vibracdo de estiramento assimétrico
dos grupos CH2; em 2857 cm™, vibracdo de estiramento simétrico dos grupos
CH2; em 1632 cm™, vibracéo do estiramento simétrico do grupo C=C; em 1579
cm™, vibragdo de ligagdo em aromaticos C-C; em 1431 cm™, deformacéo
angular do grupo CH2; em 1248 cm™, vibragdo de estiramento assimétrico do
grupo =C-0O-C; em 1138 cm™, vibracdo de estiramento simétrico do grupo
=C-0-C; em 991 cm™, vibracéo de estiramento C-O e em 849 cm™, vibracéo
angular do grupo C-H. Todas as bandas foram atribuidas com base na literatura
(DAHIYA et al., 2018; ROLAND; BHAWANI, 2016). Abaixo, a Tabela 2 relaciona

as principais bandas do espectro FTIR da piperina.

Tabela 2 - Principais bandas de absorgéo encontradas no espectro FTIR da

Piperina
3371 Deformacgbes axiais de O-H
2945 Vibragao de estiramento assimétrico (CH,)
2857 Vibracdo de estiramento simétrica (CH,)
1632 Vibragao do estiramento simétrica (C=C)
1579 Vibracéo aromatica (C-C)
1431 Deformacéo angular (CH,)
1248 Vibracéo de estiramento assimétrico (=C-O-C)
1138 Vibrag&o de estiramento simétrico (=C-O-C)
991 Vibracdo de estiramento (C-O)
849 Vibrag&o angular (C-H)

Fonte: Autor

Além dos espectros de QUI e PIP, o espectro da amostra QUI-PIP é
apresentado na Figura 7. Conforme podemos observar, o espectro para QUI —
PIP tem o perfil semelhante ao espectro da QUI, porém, alguns deslocamentos
podem ser vistos se compararmos os dois espectros. Assim, pode se observar
deslocamentos para maiores numeros de onda das bandas atribuidas a

deformacado de O-H (banda centrada em 3361 cm™), atribuidas as vibracdes de
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C-H (banda centrada em 2931 cm?), atribuidas as vibracdes de amida Il (banda
centrada em 1562 cm™) e amida Il (banda centrada em 1028 cm™). O
deslocamento dessas bandas sugere que 0s grupos quimicos relacionados a
essas vibracdes sdo os que estdo envolvidos em interacdes intermoleculares

(ex: ligacao de hidrogénio, forcas de Van der Waals, etc) com a molécula de PIP.

Figura 7 - Espectros de FTIR para quitosana, piperina e quitosana-piperina
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5.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A técnica de Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma ferramenta
analitica eficaz para caracterizar as propriedades térmicas de um material,
envolvendo a determinacdo de curvas de aquecimento e resfriamento com 0s
recursos quantitativos da calorimetria, medindo a temperatura e a energia
associada a uma série de eventos térmicos, incluindo fuséo, cristalizacao,
transicdo vitrea e reacdes de decomposicdo (TERRA et al., 2022). Esta anélise
foi empregada a fim de avaliar o comportamento térmico (possivel degradacéo)
das amostras, que foram submetidas a temperatura interna do animal (37°C).

A Figura 8 mostra os resultados de DSC. A amostra de PIP exibiu um pico
agudo endotérmico, em torno de 129 °C, o qual é referente ao processo de fuséo
da amostra e um segundo pico exotérmico, em torno de 321°C, o qual é referente
a decomposicao térmica da amostra. O resultado obtido apresenta-se de acordo
com os encontrados na literatura (DAHIYA et al., 2018; SHAKEEL; HAQ;
ALSHEHRI, 2020). Ja para as amostras de QUI e QUI-PIP, dois picos
caracteristicos podem ser observados. O primeiro, pico endotérmico em torno de
69°C, corresponde ao processo de desidratacdo. O segundo, pico exotérmico
em torno de 276°C, corresponde ao processo de decomposicao térmica. Os dois
processos observados concordam com o que foi observado por Santos et. al.
(SANTOS et al., 2003), que descreveu dois eventos térmicos para amostras de
quitosana, sob N2 em curvas DSC. Através dos resultados é possivel afirmar que
ambos o0s materiais ndo apresentam processo de degradacdo térmica em
temperaturas inferiores a 60°C e estardo ativos quando submetidos a

temperatura corporal do animal.
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Figura 8 - Termograma obtido por DSC para quitosana, piperina e quitosana-
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5.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) analisa o material através
da irradiacdo por um fino feixe de elétrons que interage com a superficie da
amostra e origina uma série de radiacbes (espalhamento de elétrons)
fornecendo, dessa forma, informacéo morfoldgica e topografica da superficie de
sélidos (TERRA et al., 2022).

As micrografias obtidas por MEV das amostras de QUI e PIP em pé, séo
apresentadas na Figura 9. Conforme podemos observar, a superficie das
amostras € relativamente rugosa, sendo que para QUI as dimensbes das
particulas apresentam-se maiores do que para a PIP. Ainda, pode-se perceber
que a superficie das particulas de PIP se apresentam mais rugosas ou com
maior numero de particulados do que a da QUI. As micrografias obtidas por MEV
das amostras de QUI e PIP liofilizadas, sdo apresentadas na Figura 10. Para
essas, as imagens apresentam estruturas com formas e superficies de aspectos
bem diferentes do que a observada para as amostras em po. Nelas € possivel
perceber que as particulas se encontram mais finas, apresentando area
superficial (de contato) maior do que o observado para as amostras em po
(Figura 9). Tal fato se deve ao método de secagem utilizado (liofilizac&o).

A liofilizacao (freeze-drying process) € o processo de sublimacéo da agua
(ou outro solvente), onde a amostra liquida é congelada e o solvente passa do
estado sélido para o gasoso, sem passar pelo liquido. Tal processo é muito
utilizado na desidratacéo de alimentos, por exemplo (OYINLOYE; YOON, 2020).
Como as moléculas de QUI e PIP estavam solubilizadas antes da secagem por
liofilizacdo, suas moléculas se apresentavam em seu maximo estado de
linearidade (especialmente no caso de polimeros), e, apds secagem, a mesma
conformacdo & mantida na amostra liofilizada. Dessa forma, associado ao
aumento da é&rea superficial da amostra (apo6s liofilizagdo), as moléculas tem
Seus grupos quimicos mais acessiveis para, por exemplo, um processo de
absorcao no trato gastrointestinal dos animais, os quais foram alimentados com

as amostras produzidas.
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Figura 9 - Micrografias para amostras de quitosana usando magnificacao de
500X (a) e 1000X (b) e de piperina usando magnificacao de 500X (c) e 1000X

(d)

Fonte: Autor
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Figura 10 - Micrografias para amostras de quitosana liofilizada usando
magnificacdo de 500X (a) e 1000X (b) e de quitosana-piperina liofilizada
usando magnificacao de 500X (c) e 1000X (d)

(@) (b)

(d)

Fonte: Autor

5.2 TESTES IN VIVO

5.2.1 Peso Corporal dos animais

A tabela 3 resume os resultados da média de peso dos animais, em seus
respectivos grupos experimentais, nos dias 0 (inducédo da ferida) e 14 (antes do
procedimento de eutanasia).

Diante dos resultados observou-se uma reducéo de peso corporal nos
animais pertencentes ao GC e um aumento de peso nos animais componentes
dos demais grupos experimentais. Em contradigcdo ao encontrado na literatura,
que afirma que em virtude da sua caracteristica pungente, a administragcéo oral
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da piperina pode ser responsével por desencadear um processo de irritacdo da
mucosa do trato gastrointestinal (SHITYAKOV et al., 2019), o aumento do peso
corporal dos animais dos grupos expostos ao alcaloide, pode ser entendido como

indicativo de ndo comprometimento da saude gastrica por parte do composto.

Tabela 3 — Média de peso (g) dos grupos experimentais no Dia O e Dia 14
GC GQ GQP
188,4 +8,1 152,8 + 8,2 150,4 + 2,7

_ 181,8 +13,1 185,0 + 10,1 188,8 + 8,5

Fonte: Autor

5.2.2 Analise Macroscopica

Nos achados macroscopicos obtidos na andlise qualitativa dos grupos
experimentais, foi possivel observar a auséncia de necrose, odor, fibrose ou

liquido na cavidade da lesdo em todos 0s grupos experimentais (Figura 11).
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Figura 11 — Evolucdo macroscopica das lesdes
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Fonte: Autor

DIA 14

5.2.3 Anélise Morfométrica

A Figura 12 apresenta o percentual de reducdo da ferida. De maneira
geral, ndo foi possivel observar diferenca estatistica significativa entre os grupos
nos dias 3, 7 e 14. Porém, é possivel observar que, no dia 3 0s grupos quitosana
e quitosana-piperina mostram um pequeno aumento do percentual de reducéo
da area lesionada se comparado ao controle. Entretanto, apds 7 dias é verificado
gue os animais do grupo quitosana mostram um menor percentual de reducao
da leséo, se comparado aos demais grupos experimentais. Ja no dia 14, nao foi
possivel observar diferenca na reducéo da area lesionada entre 0s grupos.
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Figura 12 — indice de reparo das feridas
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5.2.4 Analise histolégica descritiva

Na andlise histologica descritiva (Figura 13), trés dias ap0ds a inducéo da
lesdo, o GC apresentou uma crosta cobrindo toda a superficie da ferida,
juntamente com tecido de granulagéo e a presenca de células inflamatérias, mas
com poucos fibroblastos e moderada angiogénese. Nos grupos tratados, o
processo de reparo foi similar, com a lesdo recoberta por uma crosta e um tecido
de granulacdo exibindo um infiltrado inflamat6rio maior, além de uma maior
quantidade de fibroblastos no tecido de granulacdo e novos vasos sanguineos
comparado ao GC.

Apos 7 dias, no grupo GC, ainda foi observada uma crosta cobrindo toda
a superficie da lesdo, com uma quantidade maior de células inflamatérias no
centro da ferida, e uma quantidade discreta a moderada de tecido de granulacéo
e angiogénese. A reepitelizagdo ocorreu apenas de forma discreta nas bordas

da leséo. No grupo tratado com quitosana, a lesédo também estava coberta por
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uma crosta, mas o tecido de granulacdo ainda apresentou um infiltrado
inflamatério, uma quantidade maior de fibroblastos e angiogénese em
comparacao com o grupo controle, com a reepitelizacdo e deposicao de fibras
colagenas restrita as bordas da lesdo. Da mesma forma, no grupo que recebeu
guitosana/piperina, foi observada a presenca de uma crosta na regido central da
lesdo, mas com um infiltrado inflamatorio leve, uma angiogénese significativa e
uma grande quantidade de células fibroblasticas no tecido de granulacéo, além
da formacéao de fibras de colageno e epitelizacdo nas margens da lesao.

Apés quatorze dias, o GC ainda apresentava a regido central sem
reepitelizacdo e um tecido de granulacdo com inicio de deposicao de fibras
colagenas. No entanto, o tecido neoformado estava em um estagio de reparo
inferior em comparacdo com 0s outros grupos. Nos outros dois grupos, GQ e
GQP, a principal diferenca estava na quantidade e na espessura das fibras
coldgenas, com o grupo tratado com quitosana/piperina apresentando a maior

deposicao de fibras colagenas, seguido pelo grupo tratado com quitosana.

Figura 13 - Analise histoldgica descritiva

Controle Quitosana Quitosana-piperina

3 dias

7 dias

14 dias

Legenda: Fotomicrografias na regido central da lesdo. * = crosta; # = tecido de granulacao;
A = infiltrado inflamatério; A = vasos sanguineos. Aumento:100 x. Colorag&o H.E

Fonte: Autor
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6 CONCLUSOES

O material obtido no processo de liofilizacdo apresentou rendimento de
aproximadamente 88,6%, totalizando 2,4g de QUI e 2,7g de QUI/PIP liofilizadas.

Os espectros FTIR obtidos das amostras apresentaram bandas de
vibracao tipicas dos grupos quimicos formadores das moléculas de ambos o0s
materiais trabalhados, estando de acordo com a literatura.

Através das micrografias MEV foi possivel identificar os aspectos
morfologicos das amostras de QUI, PIP em po e liofilizada. Nas amostras em po,
as superficies das amostras se apresentaram relativamente rugosas, sendo
observavel que a superficie das particulas de PIP se apresentaram mais rugosas
ou com maior numero de particulados do que a da QUI. Em relacéo ao tamanho,
as particulas de QUI exibiram dimensdes maiores do que as de PIP.

Ja para as amostras que passaram pelo processo de liofilizacéo (freeze-
drying process), as micrografias revelaram formas e superficies com aspectos
diferenciados, sendo perceptivel que as particulas se encontram mais finas, e
consequentemente, com uma area superficial (de contato) maior se comparada
as amostras em po.

As andlises térmicas obtidas através da técnica de DSC mostram que
ambos o0s materiais ndo apresentam processo de degradacdo térmica em
temperaturas inferiores a 60°C, sugerindo que estardo ativos (ndo degradados)
guando submetidos a temperatura corporal do animal.

Em relacdo aos resultados dos testes in vivo, a andlise qualitativa ndo
revelou sinais de necrose, odor ou liquido na cavidade da lesdo, bem como nao
acusou presenca de fibrose.

De maneira geral, ao realizar a analise morfométrica do indice de reparo
das feridas, nao foi possivel observar diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais nos periodos estudados. Da mesma forma, atraves da
andlise histoldgica do tecido lesionado ndo foram observadas mudangas
significativas entre 0s grupos experimentais.

A realizacdo de novos estudos é imprescindivel para o melhor
entendimento dos resultados obtidos, assim como para adequacdo da
metodologia em pontos especificos, tais como: i) aumento do nimero de animais

de seis para oito ratos por grupo; ii) periodo maior de alimentacdo prévia dos
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animais com as solu¢cdes de microparticulas liofilizadas; iii) aumento da
frequéncia de administragédo das solu¢des aos animais, de uma para duas vezes
ao dia e iv) inclusdo de um grupo experimental com uso das microparticulas
liofilizadas direto na ferida do animal ou em associacdo ao uso de membranas a

base dos compostos estudados.
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de Antonio Luiz Martins Maia Filho, para fins de pesquisa cientifica
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