UNIVERSIDADE BRASIL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA CAMPUS
ITAQUERA — SAO PAULO

KAROLINE MARIA LOPES PACHECO

PRODUCAO E U}TILIZAQAO DE MEMBRANAS A BASE DE
QUITOSANA E CURCUMA NO PROCESSO DE REPARACAO
TECIDUAL

PRODUCTION AND USE OF MEMBRANES BASED ON CHITOSAN
AND TURMERIC IN THE TISSUE REPAIR PROCESS

Sao Paulo — SP
2022



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
BIOMEDICA CAMPUS ITAQUERA — SAO PAULO

KAROLINE MARIA LOPES PACHECO

PRODUCTION AND USE OF MEMBRANES BASED ON CHITOSAN
AND TURMERIC IN THE TISSUE REPAIR PROCESS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia
Biomédica da Universidade Brasil, como parte dos
requisitos necessarios para obtencdo do titulo de
Mestre em Engenharia Biomédica.

Profa. Dra. Adriana Pavinatto da Costa
Orientadora

Profa. Dra. Carla Roberta Tim
Coorientadora

Sao Paulo - SP
2022

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - Sdo Paulo - SP - Cep: 01014-020

(11) 3111-8725




DEDICATORIA

Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da Universidade Brasil,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a).

P12p PACHECO, Karoline Maria Lopes.

Produgdo e utilizacdo de membranas a base de quitosana e
cdrcuma no processo de reparagdo tecidual / Karoline Maria Lopes
Pacheco. -- S&o Paulo: Universidade Brasil, 2022.

64 f.: il. color.

Dissertacdo de Mestrado defendida no Programa de Pés-
graduacéo de Engenharia Biomédica da Universidade Brasil.

Orientacgdo: Profa. Dra. Adriana Pavinato da Costa.

1. Reparacdo tecidual. 2. Biomateriais. 3. Quitosana. 4.
Curcuma. |. Costa, Adriana Pavinato da. Il. Titulo.

CDD 620.82




UNIVERSIDADE
BRASIL

TERMO DE APROVACAO

KAROLINE MARIA LOPES PACHECO

“PRODUGAO E UTILIZAGAO DE MEMBRANAS A BASE DE QUITOSANA E CURCUMA
NO PROCESSO DE REPARAGAO TECIDUAL”

Dissertagio Eghavatiiogoificarelgbisadameaio Sispema de Rihljatechs dadloivusidede®rand Programa
de Pés-Graduagio em EngeHRASSARsHsRreiAesPeIn (oAUt dR)-Brasil, pela seguinte banca
examinadora:

Lo, Pariitits- Aa lozs,

Prof.(a) Dr(é) Adriana Pavinatto da Costa (presidente-orientadora)

Au,ua\ f NN Gok'C

Prof. (a) Dr(a) Livia Assis darua UNIVERSIDADE BRASIL)

%If%@w«c’u W bt

Prof.(a) Dr.{a) iana Cerqueira Silva (UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS)

530 Paulo, 23 de setembro de 2022

Presidente da Banca Prof.(a) Dr.{a). Adriana Pavinatto da Costa

Houve altera¢do do Titulo: sim { )} ndo <):

Campus ltaquera

Rua Carolina Fonseca, 584, ltaquera - S3o Paulo/SP | 08230-030
Central de Relacionamento com o Aluno - 08007807070
www.ub.edu.br




UNIVERSIDADE
BRASIL

Termo de Autorizagdo

Para Publicagdo de Dissertagdes e Teses no Formato Eletrénico na Pagina Www
do Respectivo Programa da Universidade Brasil e no Banco de Teses da CAPES

Na qualidade de titular(es) dos direitos de autor da publicagao, e de acordo com a Portaria
CAPES no. 13, de 15 de fevereiro de 2006, autorizo(amos) a Universidade Brasil a
disponibilizar através do site http://www.universidadebrasil.edu.br, na pagina do
respectivo Programa de Pos-Graduag@o Siricto Sensu, bem como no Banco de
Dissertagbes e Teses da CAPES, atraves do site http://bancodeteses.capes.gov.br, a
versao digital do texto integral da Dissertagcao/Tese abaixo citada, para fins de leitura,
impressao efou download, a titulo de divulga¢ao da producao cientifica brasiieira.

A utilizagdo do conteudo deste texto, exclusivamente para fins académicos e cientificos,
fica condicionada a citacao da fonte.

Titulo do Trabalho: “PRODUGAO E UTILIZAGAO DE MEMBRANAS A BASE DE
QUITOSANA E CURCUMA NO PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL™

Houve alteragéo do Titulo: sim () néo O<):

Autor(es):

Discente: Karoline Maria Lopes Pacheco

Assinatura: ‘(,QW,QuM-C Vﬂws- LO% f)ﬂfééc,o

Crientador(a): Prof.(a) Dr. (a) Adriana Pavinatto da Costa

Assinatura: _#am Aunmalle- pla Eﬂa’é‘/

Coorientador{a):

Assinatura:

Data:23/09/2022

Campus taquera

Rua Carolina Fonseca, 584, ltaquera - Sdo Paulo/SP | 08230-030
Central de Relacionamento com o Aluno - 08007807070
www.ub.edu.br



DEDICATORIA

Aos meus pais, Evilasio e Remédios, que sempre me ensinaram que conhecimento
€ a minha riqgueza, o meu marido que sempre me apoia e me incentiva a continuar,
mesmo diante das dificuldades e a minha filha, minha pituquinha. Dedico a vocés
mais essa conquista.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus em primeiro lugar, por ser meu guia e iluminar meus
passos.

Aos meus pais Evilasio e Remédios por serem responsaveis pela minha
formacao académica e pela minha formacdo como mulher, agradeco também pelo
amor e carinho incondicional em todos os momentos da minha vida.

Ao meu Esposo, Augusto, qgue me incentivou a iniciar e a nao desistir frente
as dificuldades nestes dois anos, obrigada por me incentivar a ndo desistir dos meus
sonhos e me mostrar que sou capaz.

A minha princesa Isabela, que é a luz da minha vida, aquela que sempre
me traz paz e forga pra nunca desistir, essa conquista ficou ainda maior com a sua
chegada.

A Universidade Brasil pela oportunidade de me especializar e por ter
colocado pessoas tdo especiais a meu lado, sem as quais certamente nao teria
dado conta, como a minha professora e orientadora Dr. Adriana Pavinatto, assim
como a professora Dra. Carla Tim, pela paciéncia, ajuda e confianca depositada
em mim, pela autonomia e ensinamentos, que foram de total importancia para o
desenvolvimento desse trabalho.

Ao professor Dr. Antonio Luiz Maia, colaborador desse trabalho, e a toda
equipe do Biotério da UESPI, pela ajuda técnica e cientifica nessa pesquisa, sem
essa parceria ndo conseguiriamos chegar aos excelentes resultados.

Agradeco também a CAPES pelo apoio financeiro!!

Este estudo foi financiado pela coordenacao de aperfeicoamento do pessoal
do ensino superior — CAPES - Brasil (cédigo financeiro 001)

Muito obrigada a todos!!!!



RESUMO

A reparacao tecidual € um processo fisiopatoldégico complexo e dindmico que envolve
fases distintas que se sobrepde. Nesse contexto, biopolimeros e extratos naturais vem
sendo muito utilizados no desenvolvimento de novos materiais que favorecam o
processo de reparacdo. A quitosana e a cuUrcuma surgem como uma interessante
alternativa, por possuirem propriedades reparadoras e antimicrobianas,
respectivamente. No presente trabalho, foram produzidas, caracterizadas e utilizadas
em experimentos in vivo membranas a base de quitosana e clircuma com potencial
aplicacé@o para reparo de pele. As membranas foram produzidas através da técnica
casting (evaporacdo do solvente) de formacdo de filmes, sendo produzidas
membranas de quitosana 1% (m/v), quitosana mista com glicerol 30% (m/m em
relacdo a massa da quitosana) e quitosana mista com glicerol 30% + curcuma 1,5 %
(m/m em relacdo a massa da quitosana). As caracterizacdes das propriedades fisico-
quimicas e mecanicas das membranas foram feitas através de medidas de
espectroscopia de absorcdo na regiao do infravermelho (FTIR), angulo de contato,
medidas de espessura e ensaios mecanicos. Foram obtidas membranas sustentaveis,
homogéneas e flexiveis de todos os materiais testados. Os espectros FTIR mostram
as principais bandas vibracionais para grupos quimicos de quitosana e glicerol, ndo
sendo vista nenhuma banda referente a circuma. Ensaios mecanicos mostraram que
as membranas que contém glicerol sdo mais flexiveis do que as formadas com
quitosana pura. As membranas formadas com glicerol e glicerol + carcuma sao mais
hidrofilicas em comparagcdo com a membrana formada por quitosana pura. Os
resultados dos experimentos in vivo mostram gque o grupo que recebeu a membrana
de quitosana/glicerol 30 %/curcuma 1,5% apresentou reducédo estatisticamente maior
da area lesionada, bem como melhores resultados na andlise histolégica, em
comparacdo aos outros grupos experimentais. O material aqui desenvolvido,
proveniente de fonte natural, de baixo custo e facil aplicagdo, capaz de acelerar o

processo de reparacao de lesdes na pele, configura contribuicdo na literatura atual.

Palavras-chave: reparacao tecidual; biomateriais; quitosana; curcuma.



ABSTRACT

Tissue repair is a complex and dynamic pathophysiological process that involves
distinct overlapping phases. In this context, biopolymers and natural extracts have
been widely used in the development of new materials that favor the repair process.
Chitosan and turmeric appear as an interesting alternative, as they have repair and
antimicrobial properties, respectively. In the present work, membranes based on
chitosan and turmeric were produced, characterized, and used for in vivo experiments
with potential application for skin repair. The membranes were produced through the
casting technique (evaporation of the solvent) of film formation, being produced
membranes of chitosan 1% (m/v), chitosan mixed with glycerol 30% (m/m in relation
to the mass of chitosan) and chitosan mixed with 30% glycerol + 1.5% turmeric (m/m
in relation to chitosan mass). The characterizations of the physicochemical and
mechanical properties of the membranes were made through measurements of
absorption spectroscopy in the infrared region (FTIR), contact angle, thickness
measurements and mechanical tests. Sustainable, homogeneous, and flexible
membranes were obtained from all materials tested. The FTIR spectra show the main
vibrational bands for chitosan and glycerol chemical groups, no band referring to
turmeric was seen. Mechanical tests have shown that membranes containing glycerol
are more flexible than those formed with pure chitosan. Membranes formed with
glycerol and glycerol + turmeric are more hydrophilic compared to the membrane
formed by pure chitosan. The results of the in vivo experiments show that the group
that received the membrane of chitosan/glycerol 30%/turmeric 1.5% showed a
statistically greater reduction in the injured area, as well as better results in the
histological analysis, compared to the other experimental groups. The material
developed here, from a natural source, low cost and easy to apply, capable of
accelerating the process of repairing skin lesions, constitutes a contribution in the

current literature.

Keywords: tissue repair; biomaterials; chitosan; turmeric.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

No presente trabalho foram produzidas e caracterizadas membranas que visam a
utilizagdo como agente cicatrizante. A producdo desse material teve como base o
polissacarideo quitosana e a curcuma, utilizando glicerol como plastificante na
formacdo de membranas. A quitosana foi escolhida principalmente devido as suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o toxicidade, assim
como suas acdes anti-microbiana e reparadora. J4 a curcuma foi escolhida por
apresentar efeitos anti-inflamatorios significativos, podendo regular os niveis de
autofagia em varios tipos de células. Os resultados dessa pesquisa mostraram a
formacdo de membranas sustentaveis, homogéneas e flexiveis. O uso do glicerol
melhorou as propriedades mecéanicas das membranas (tornando-as mais flexiveis)
e, a adicdo do glicerol e da curcuma tornaram a membrana de quitosana mais
hidrofilica, sugerindo maior adeséo as feridas (ambiente Umido). As membranas
aqui produzidas foram testadas em experimentos in vivo para reparagao de feridas
de animais (ratos). Os resultados mostraram que as membranas formadas por
quitosana e curcuma acelaram o fechamento das feridas, diminuindo os fatores
inflamatorios e aumentando 0s responsaveis pela cicatrizacdo, induzindo a

reparacao tecidual das lesoes.
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INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha as funcdes de
protecdo do corpo contra danos, excrecdo excessiva de &gua, regulacdo da
temperatura corporal e percepcao de estimulos externos (RODRIGUES, B.F.F.S,
2012). A pele pode ser ferida por queimaduras, Ulceras de pele e diabetes, e quanto
maior a perda de pele, maior a chance de infeccao, invalidez ou até morte. O reparo
de feridas é desafiador devido ao seu tempo de recuperacgdo, durante o qual outras
complicagBes podem ocorrer. A reparagdo tecidual € um processo fisiopatoldgico
complexo e dinamico que envolve trés fases distintas: inflamacéo, formacéo e
deposicdo do tecido de granulacdo e remodelamento da matriz extracelular
(OLIVEIRA E DIAS, 2012).

No entanto, quando essas feridas sao cronicas, geralmente com infecgdes,
persisténcia da reacdo inflamatéria e estresse oxidativo intenso, apresentam
reparacao retardada. Nesse contexto, o cuidado adequado de feridas crbnicas
tornou-se um desafio na satude publica, muitas vezes incluindo terapias avancadas,
com o desenvolvimento e uso de novos medicamentos, utilizacdo de biopolimeros
e terapia por fotobiomodulacao(LIMA, et al, 2012; CUNHA et al., 2019).

Diversos estudos, como o desenvolvido por Liu et al (2018), mostraram que
curativos a base de quitosana podem promover a reparacao de feridas em diferentes
estagios de cicatrizacdo de feridas, além de aliviar os fatores contra a cicatrizacao
de feridas, sabemos que a resposta inflamatéria é a base da cicatrizacdo, mas a
inflamacéo excessiva pode levar a necrose das células teciduais locais, fator que
dificulta esse processo. Assim como no estudo de PARK et al. (2018), que avaliou
o efeito da quitosana com a silica em porcos, onde os resultados mostraram que a
utilizacdo da membrana acelerou o fechamento da ferida, aumentando a contracéo
e a reepitelizacdo. Ja Leng et al. (2020) desenvolveram um filme contendo
nanoparticulas de curcumina, colageno e alcool polivinilico que apresentou uma
taxa de cura rapida de 98,03%.

Inimeros sao os biomateriais que visam o desenvolvimento e testes de novos
agentes reparadores para o tratamento de lesdes cutaneas, pois embora existam,
comercialmente, diversas opc¢Oes de curativos e tratamentos para estas lesdes,
grande parte dos produtos apresenta custo elevado ao paciente (FRAGUAS et al.,

2015). Além disso, é desejavel um curativo que atenda idealmente as demandas de
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reparo rapido da ferida, com propriedades mecanicas adequadas, propriedade anti-
infecciosa e histocompatibilidade favoravel, entre outras caracteristicas (XU et al.,
2015).

Neste contexto, a quitosana surge como uma alternativa para o tratamento
de lesdes cutédneas, uma vez que é um polissacarideo de ocorréncia natural obtido
principalmente por desacetilagdo no estado sélido em condigfes alcalinas ou por
hidrolise enzimatica a partir da quitina (KRAVANJA et al., 2019). Dentre as
propriedades benéficas da quitosana para aplicacéo no reparo de feridas, destacam-
se a biocompatibilidade, biodegradabilidade e toxicidade baixa, além de
propriedades antibacterianas, hemostaticas e mucoadesivas (PATRULEA et al.,
2015).

Além da quitosana, a curcumina tem sido muito utilizada para o tratamento
de certas doencas e problemas de pele (NIRANJAN et al., 2019). A curcumina é o
principal componente ativo da curcuma, apresentando efeitos antioxidantes e
antiinflamataorios significativos (NASCIMENTO, JUNIOR E BRANCO, 2020). Tal fato
resultou no interesse da comunidade cientifica por esta substancia e, como
resultado, um grande ndimero de experimentos tem sido conduzido com ela para
uma ampla gama de aplicacdes, isso também €& contribuido pelo fato de que a
curcumina nao € téxica, mesmo se ingerida a uma taxa de 4 g por dia por até 4
meses (NIRANJAN et al., 2019).

O estudo de Borges et al. (2019) através de uma revisdo de literatura
apresentou o que se tem descoberto e comprovado cientificamente quanto a
atividade antioxidante da curcuma. Assim como na revisdo realizada por Tabosa,
Santos e Siqueira (2020), que demonstram um grande potencial da carcuma para o
tratamento da radiodermatite. Faria (2016), buscou avaliar a acdo antioxidante da
curcuma em homens saudaveis, além de analisar os marcadores de inflamacéao,
dano e dor muscular apdés uma meia maratona. E poderam observar ao final que a
suplementacao de curcuma nao diminuiu o dano muscular, entretanto foi observada
melhora no desempenho, aumento nas concentracdes de IL-10 e redugcdo na
sensacao de dor. Contudo todos eles enfatizaram a importancia de mais pesquisas
cientificas em torno dessa possivel ferramenta terapéutica.

Com base no exposto, esse estudo visou a producdo e caracterizacdo de
membranas a base de quitosana e curcuma e sua utilizacdo em lesdes de pele. Para

tanto, as membranas foram produzidas através da técnica de formacado de filmes
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casting (evaporacdo do solvente) caracterizadas por técnicas fisico-quimicas e
mecanicas. Apos a producéo e caracterizacdo, as membranas foram utilizadas em
testes in vivo para verificar o potencial reparadordas membranas de quitosana pura
e quitosana/curcuma em feridas de pele induzida em ratos. Justifica-se 0 uso da
quitosana e curcuma na producdo das membranas, devido as suas conhecidas

propriedades antioxidante, reparadora e anti-micronbiana respectivamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Confeccionar e avaliar, in vivo, o potencial reparador de membranas de
guitosana e curcuma em combinacao, no reparo de pele.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir membranas a base de quitosana e curcuma através da técnica de
formacéao de filmes casting (evaporagéo do solvente).

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas das membranas
produzidas;

e Verificar o potencial de reparo das membranas de quitosana pura e
quitosana/curcuma em feridas de pele induzidas em ratos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pele ecicatrizagao do tecido epitelial

A pele representando cerca de 16% da massa corporal, sendo considerada
0 maior 6rgdo do corpo humano. Apresenta uma estrutura complexa que se divide
em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. Este importante 6rgao
desempenha uma vasta gama de funcdes resultantes de reacdes fisicas e quimicas
dentro destes componentes. A sua principal funcdo é atuar como uma barreira
protetora entre 0 meio exterior e 0os 6rgdos e tecidos internos, visto que € elastica,
pilosa e autorregenerativa. Além dessas, outras fungfes sdo conhecidas, tais como
prevenir a perda de liquidos, exercer a termorregulacéo, e manter o sistema nervoso
em contato com o meio ambiente (MENDES., 2017).

As duas camadas da pele possuem células com carateristicas especificas e
funcBes diferentes entre si. A epiderme formada por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, funciona como barreira e os queratinécitos, principais
células constituintes desta camada, séo responsaveis pela coesédo estrutural. J& a
derme confere as propriedades mecanicas a pele, é formada por tecido conjuntivo
frouxo e conjuntivo denso ndo modelado, e os fibroblastos e macrofagos séo
encontrados nessa regido. Subjacente a estas duas camadas, encontra-se um
tecido adiposo subcutaneo, a tela subcultanea, formado por adpécitos (SZWED, D.
N.; SANTOS, V.L.P., 2015).

A perda da integridade da pele, devido a algum tipo de leséo, pode levar a
um desequilibrio fisiolégico, uma vez que a pele desempenha mdltiplas funcées, se
esse desequilibrio ndo for devidamente tratado podera resultar numa perda de
viabilidade do tecido ou até mesmo na morte do individuo. O reparo tecidual ndo é
um processo linear, mas sim uma integracdo de varios processos interativos e
dindmicos, envolvendo as células parinquematosas, os elementos figurados do
sangue e uma matriz extracelular (RODRIGUES, B.F.F.S., 2012).

Imediatamente apdés uma lesdo, uma seérie de eventos bioquimicos se
estabelece para reparar o dano e promover a cicatrizagdo. Estes eventos sao
intercedidos e sustentados por mediadores bioquimicos, descritos em diferentes
fases. O processo de reparacéo tecidual € dividido em fases, com limites ndo muito
distintos, mas sobrepostas, sendo elas: hemostasia; fase inflamatéria; formacéo do

tecido de granulacao (proliferacdo); com deposi¢cao de matriz extracelular (colageno,
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elastina e fibras reticulares); e remodelacdo (OLIVEIRA, I.V.P.M.; DIAS, R.V.C,,
2012). Didaticamente, os estagios da cicatrizacdo podem ser resumidos em apenas
trés, sendo que a hemadstase e a inflamacgao se juntam, sendo apenas um estagio,
seguidas da proliferacéo e por ultimo a remodelacéo de tecidos, conforme mostra a
Figura 1 (MENDES, S.S., 2017).

Figura 1. Etapas do reparo tecidual

se”

- & — -«
— - T

Fonte: figura adaptada de Issac, et al, Processo de cura das feridas: cicatrizacéo
fisiol6gica, Rev Med (Séo Paulo). 2010 jul.-dez.;89(3/4):125-31. 2010.

Segundo Brito et al; (2016) diversos fatores extrinsecos ou intrinsecos ao
organismo podem interferir no processo de cicatrizacdo, como a isquemia, infeccao,
técnicas cirdrgicas, presenca de corpo estranho, a idade e genética do paciente,
suas comorbidades, niveis hormonais e estado nutricional. A reparacdo tecidual
envolve um processo complexo, no qual uma sequéncia de reacdes biologicas é
desencadeada, com o intuito de reconstituir o tecido lesado, promovendo assim sua

restauracao.

3.3.1 Fase Inflamatéria

Essa fase depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulacéo, tendo
inicio apods o surgimento da ferida. Apés um dano tecidual, as alteragdes nas células

endoteliais, a ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes
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incitam compostos vasoativos a promoverem uma vasoconstricdo imediata, visando
diminuir a perda sanguinea para o espaco extravascular (Kumar et al., 2005).

Um coagulo composto por fibrina restabelece a homeostase fornecendo um
ambiente para que fatores de crescimento sejam liberados pelas plaguetas. O
coagulo atua nas bordas da ferida, diminuindo a perda de sangue e fluidos,
protegendo o organismo contra agentes externos e disponibilizando uma matriz
proviséria para o inicio da organizagdo da ferida (OLIVEIRA E DIAS, 2012). Os
mediadores do processo inflamatério recrutam macréfagos e neutrofilos, que
secretam diversos fatores especificos, que regem as fases seguintes do processo
de reparacdo tecidual. A resposta inflamatéria se inicia com vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia (RODRIGUES,
2012).

As primeiras células a alcancarem o local da ferida nesta fase sao os neutréfilos
e 0s mondcitos, com a funcdo de desbridar as superficies da ferida e fagocitar as
particulas estranhas. O pico de atividade destas células ocorre nas primeiras 24-48
horas apds o trauma, seguindo-se de um maior aporte de macrofagos durante os dois
a trés dias seguintes. O macroéfago, também ativa os elementos celulares das fases
subsequentes da cicatriza¢éo, tais como fibroblastos e células endoteliais (OLIVEIRA,
I.V.P.M., DIAS, R.V.C., 2012).

3.1.1 Fase proliferativa

A fase proliferativa pode ser dividida em quatro eventos que se acumulam:
reepitelizacdo, angiogénese, formacédo de tecido de granulacdo e deposicdo de
colageno, estas sucedem o periodo de maior atividade da fase inflamatoria. Esta fase
inicia-se por volta do 3° dia apds a lesdo, perdurando por 2 a 3 semanas e é 0 marco
inicial da formacé&o da cicatriz (SZWED, D. N.; SANTOS, V.L.P., 2015).

Nas primeiras 24 a 36 horas ap0s a leséo, fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a proliferacdo de células do epitélio. Tendo inicio a migracdo dos
gueratindcitos da borda da ferida, com a ajuda dos fatores plaquetarios, fibronectina,
fibrina, colageno e pelas citocinas, induzindo a contragéo e a reepitelizacdo da ferida
e, assim, reduzindo a sua superficie. Na pele os queratindcitos sdo capazes de

sintetizar diversas citocinas que estimulam a cicatrizacdo. As ceélulas epiteliais
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movem-se, aos saltos e desordenadamente, até as bordas, aproximando-as. A
epitelizacdo envolve uma sequéncia de alteracfes nos queratindcitos: separacao,
migracao, proliferacéo, diferenciacao e estratificacdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008).

A angiogénese ou neovascularizacdo caracteriza-se pelo crescimento de
capilares oriundos dos vasos adjacentes a leséo, induzidos pelas citocinas das
células vizinhas e pela matriz extracelular, também conhecida como substancia
fundamental, esta, substitui rapidamente o coagulo depositado no leito da ferida logo
apos o trauma. A principal funcdo da matriz € a restauracdo da continuidade do
tecido lesado, funcionando como um arcabougo para a migracdo celular. Os
fibroblastos irdo ordenar os feixes de colageno produzidos, além de serem
arcabouco para os vasos neoformados (RODRIGUES, B.F.F.S., 2012).

Como consequéncia da angiogénese, o tecido conjuntivo € formado,
recebendo a denominacdo de tecido de granulacdo, devido a sua aparéncia
granular, pela presenca de inumeros capilares. Esse tecido € produzido de trés a
quatro dias apés a inducdo da lesdo, como um processo intermediario entre o
desenvolvimento da malha formada por fibrina e fibronectina e a reestruturacéo de
colageno. Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e a oxigenacgédo, o principal
fator desencadeador da angiogénese é reduzido, e 0s vasos neoformados come¢cam
a diminuir (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

A contracdo da ferida, tem inicio cerca de 2 semanas apés a lesao, pela
contracao dos fibroblastos, que se diferenciam em miofibroblastos, que séo células
presente no tecido de granulacéo e conferem capacidade contratil, reduzindo a area
de sangramento e facilitando a epitelizacdo. Os miofibroblastos aproximam as
margens da ferida, forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se
entrelacarem, sua atividade contratil é responsavel pelo fechamento das feridas
apos as lesées (PAGANELA et al., 2009)).

3.1.2 Fase de Remodelacao

A remodelacao da ferida caracteriza-se por um aumento da resisténcia, sem
aumento na quantidade de colageno. Ha um equilibrio de producéo e destruicdo das
fibras de colageno neste periodo, por agdo da colagenase, que € secretada por
fibroblastos e leucécitos (BRITO, 2016).
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A principal célula desta fase séo os fibroblastos que produzem o colageno
e 0 depositam de maneira organizada. O colageno € uma proteina encontrada
abundantemente na matriz extracelular, fundamental na organizag¢ao do tecido e na
resisténcia, sendo a mais abundante do tecido conectivo em fase de cicatrizagéo. O
colageno tipo Il é substituido progressivamente pelo colageno tipo I, um colageno
mais espesso e resistente, e organizado ao longo das linhas de tensdo. Devido a
essas mudancas h4d um aumento da forca ténsil da ferida (SOUZA, CASTRO E
SILVA, 2021).

Sequencialmente as fibras colagenas tornam-se mais grossas e
consequentemente, mais regulares, o que esta diretamente relacionado ao aumento
na sua forgca mecéanica. Assim, o tecido torna-se mais resistente apos o colageno
passar por maturacdo. Com a evolucdo do processo, diminui a deposicdo de
colageno e a maioria das células desaparece, formando finalmente o tecido
cicatricial (MACEDO, 2013).

3.2 Quitosana

A quitina € o segundo polissacarideo e fonte de carbono renovavel abundante
na natureza apos a celulose com uma producédo de cerca de 1 trilhdo de toneladas
por ano. Presente na forma alfa predominante é um polimero composto por unidades
lineares N-acetil-glucosamina ligadas por ligacdes glicosidicas B- (1—4),
(MORGANTI; COLTELLI, 2019). Resultando em longas cadeias poliméricas
antiparalelas.

A estrutura quimica da quitina tem o maior nimero de unidades estruturais
2acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose definidas como grau de acetilagdo. O principal
derivado da quitina é a quitosana, um polissacarideo catiénico natural formado por
unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose ligadas por ligacbes glicosidicas p-(1 —
4). A producao industrial de quitosana esta dividida em etapas que consistem na
separacdo das cascas de caranguejos, camardes, e lagostas por maquinas de
descasque e mais duas etapas seguintes: desmineralizagéo, geralmente realizada
utilizando-se &cido cloridrico (HCI) e desproteinizacdo, geralmente realizada
utilizando-se hidréxido de soédio aquoso (NaOH) (MOEINI et al., 2020).

As principais fontes comerciais da quitina sdo carapacas de camardes e
caranguejos (HASSAINIA, SATHA e BOUFI, 2018). Apesar de ser muito abundante
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e possuir excelentes propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
bioatividade, a utilizacdo da quitina € limitada devido a baixa solubilidade em meios
aguosos e na maioria dos solventes. Nesse caso, destacam-se 0s estudos utilizando
a quitosana, principal derivado da quitina, que apresenta melhor solubilidade em
solventes como solucéo aquosa, por exemplo (MUXICA et al., 2017).

As caracteristicas fisico-quimicas da quitosana sdo importantes para o
entendimento de suas propriedades funcionais. Por exemplo, o grau de acetilacéo,
que se refere a fracdo ou porcentagem de grupos amino ao longo da cadeia
polimérica, determina uma das caracteristicas mais importantes da quitosana, sua
natureza policatibnica em meio acido, resultante da ionizacdo dos grupos amino.
Assim, as propriedades funcionais da quitosana, como solubilidade, razdo de
intumescimento, bioatividade e biodegradacdo, sdo influenciadas pelo grau de
acetilacao (MATICA et al., 2019).

O peso molecular também pode variar e influenciar suas propriedades fisicoquimicas,
como viscosidade, solubilidade, elasticidade e resisténcia a ruptura. Por exemplo, no
estudo de Moeini et al. (2020), quitosana com peso molecular médio mostrou
melhores propriedades antimicrobianas, enquanto a quitosana com o peso molecular
mais baixo apresentou o maior efeito inibitorio sobre o fitopatégeno. No entanto,
independentemente do peso molecular, a quitosana apresenta maior agdo contra
bactérias gram-positivas. Trés grupos funcionais (amino, acetamido e grupos
hidroxila primarios e secundarios) da quitosana permitem modificacdo para obter
diferentes derivados, possibilitando ampla variedade de aplicacdes (MOEINI et al.,
2020).

Existem dois mecanismos principais pelos quais a quitosana atua como agente
antimicrobiano e cicatrizante. O primeiro mecanismo refere-se é existéncia de
interacdo de grupos anibnicos na superficie celular com grupos catiénicos nas
cadeias de polimero de quitosana. O aumento no nimero de carga positiva ha forma
de -NH3+ nas cadeias poliméricas da quitosana faz com que ele se ligue mais
fortemente as paredes celulares das bactérias e, portanto, tenha alta atividade
antibacteriana. Essa interacdo pode desenvolver uma camada impermeavel em
torno das células bacterianas e inibir o transporte de solutos vitais. No outro
mecanismo, a quitosana se difunde no nucleo da célula e inibe sua sintese (BANO
et al., 2017). Outros parametros influenciam a atividade antimicrobiana e cicatrizante

da quitosana, como pH, solubilidade e temperatura (KIM, 2018). Além dos
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parametros mencionados, as propriedades antimicrobianas da quitosana também
podem ser dependentes de especificidades do microrganismo, concentracdo de
polimero, capacidade quelante, efeito nos metabdlitos celulares e estado solido na
quitosana (MOEINI et al., 2020).

De fato, as propriedades antimicrobianas e cicatrizantes da quitosana podem
ser vistas em estudos que demonstra que o polimero promove o reparo de feridas
induzindo a formacdo Ossea e apresentando também efeitos inibitérios em
microrganismos como Candida albicans, Enterobactercloacae,
Enterococcusfaecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudo-monas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes (TRIPLETT;
BUDINSKAYA, 2017).

Outros estudos apresentam a atividade cicatrizante da quitosana. Liu et al
(2018) apresentam estudo onde hidrogéis a base de quitosana foram desenvolvidos
e desempenham um papel positivo em varias fases do reparo de feridas. Na fase de

coagulacdo e hemostasia, a quitosana promove a coagulacdo do sangue,
acelerando a ativacédo das plaguetas. Na fase inflamatoria, os hidrogéis a base de
guitosana podem acelerar a reparacao de diferentes tecidos e regular a secrecéo de

mediadores inflamatoérios, como interleucina 8, prostaglandina E, interleucina 1B e
podem potencializar as fun¢fes inflamatorias de leucocitos polimorfonucleares,
macréfagos e neutrofilos, promovendo a granulagédo do tecido para uma resposta
inflamatéria adequada. Na fase proliferativa, a quitosana ird despolimerizar
gradualmente para liberar N-acetilglucosamina, estimulando a proliferacdo de
fibroblastos, angiogénese, deposicéo regular de coldgeno e aumentando o nivel de
sintese de acido hialurdnico natural no local da ferida. Ja na fase de remodelacéo,
a N-acetil-glucosamina, constituinte da quitina e quitosana, é o principal componente
do tecido dérmico, essencial para o reparo de tecidos cicatrizados (LIU et al., 2018).

Biranje et al. (2019) desenvolveram nanoparticulas de quitosana pelo método
de gelificacao ibnica e fabricaram um curativo de quitosana porosa, por liofilizagéo.
Experimentos in vitro com fibroblastos dérmicos humanos demonstraram uma
atividade hemostética acelerada, por meio de maior geragédo de trombina e formacao
de coagulo sanguineo estavel. O sangue em contato com o curativo continha niveis
duas vezes maiores de Trombina-Antitrombina Humana (TAT), quando comparado
ao sangue em contato com o padrao TAT. Dessa forma, os autores confirmaram o

potencial do curativo desenvolvido em remover os tecidos necréticos e acelerar a
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atividade hemostética, para um reparo rapido e eficiente (Biranje et al. 2019).

Gupta, Rattan e Rai (2019) avaliaram a eficacia de um curativo a base de
quitosana no reparo de feridas ap0s a extracdo do terceiro molar inferior. Os
resultados mostram que, na segunda semana, 12 locais apresentaram melhores
achados radiogréficos no grupo tratado com quitosana enquanto apenas 3 locais no
grupo controle. No terceiro més de estudo, 14 locais mostraram melhora na
reparacdo 0ssea no grupo tratado com quitosana, enquanto apenas 4 locais no
grupo controle. Portanto, concluiu-se que a quitosana é eficaz na promoc¢éao do
reparo de feridas e na osteogénese precoce na cavidade dentaria erupcionada apés
a extracdo (GUPTA, RATTAN E RAI, 2019)

Masood et al. (2019) produziram hidrogel de quitosana impregnado com
nanoparticulas de prata (AgNPs) e utilizaram em feridas de pele de coelhos
diabéticos. Os resultados mostraram uma maior porosidade, maior taxa de transicao
de vapor de agua, bem como propriedades antimicrobianas e antioxidantes
aprimoradas, além de capacidade aprimorada de reparo das feridas. O hidrogel
mostrou liberacdo lenta e constante de AgNPs ao longo de um periodo de pelo
menos sete dias, demonstrando a cinética lenta de biodegradacdo do hidrogel
desenvolvido (MASOQD et al., 2019).

Song, et al., (2019) desenvolveram e utilizaram hidrogel hibrido de quitosana
e cordicepina (substancia extraida de cogumelos, muito utilizada na medicina
chinesa) em lesdes de pele. Os resultados demonstraram uma reepitelizagdo mais
rapida da ferida e um aparente aumento da deposicéo de coldgeno em comparacao
com os hidrogéis formados por quitosana pura. Além disso, a utilizacdo do hidrogel
aumentou significativamente as expressfes dos marcadores de regeneracao
epitelial, incluindo laminina e involucrina (SONG et al., 2019).

Resultados semelhantes foram observados, por Park et al., com o uso de uma
membrana de esponja marinha composta por quitosana e silica aplicada em feridas
de pele em porcos. Os resultados mostram que a utilizacdo da membrana acelerou
o fechamento da ferida, aumentando a contracdo e a reepitelizacdo através do
aumento do recrutamento celular, maturidade epidérmica, neovascularizagdo e
formacao de tecido de granulacdo em comparagcdo com a utilizacdo da quitosana
pura e outros materiais curativos comerciais (PARK et al., 2018).
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3.3 Clrcumae Curcumina

A curcuma é derivada da planta Curcuma longa, uma planta herbacea perene
da familia Zingiberacea. Por causa de sua cor, também é chamado de acafrdo
indiano. Ela cresce selvagem na india e é cultivada em muitos paises com climas
tropicais, como india, Paquistdo, China e Haiti. Essa planta produz metabolitos
secundarios, tais como: acidos fenolicos, flavonoides, alcaldides, terpendides,
taninos e saponinas, cujas propriedades biolégicas sdo conhecidas ha séculos
(LICZBINSKI; MICHALOWICZ; BUKOWSKA, 2020).

Dentre uma ampla gama de fitoquimicos ativos que contém, a curcumina,
também conhecida como diferuloilmetano, extraida de seus rizomas, é o principal
componente biologicamente ativo que constitui a base para as propriedades
bioldgicas e a maioria dos efeitos terapéuticos. A curcumina é o pigmento amarelo
ou laranja insollvel em agua, que compde 2% a 5% da planta e Ihe da a cor amarelo-
alaranjada. Desde o século VII DC, foi descrito que a curcumina era usada para a
salude e preservacdo de alimentos na medicina tradicional chinesa e indiana
(Ayurveda) (TANG et al., 2020).

Em 1910, Milobedzka e colegas descreveram pela primeira vez a estrutura da
curcumina (BARCHITTA et al., 2019). Em 1949, estudo sobre as propriedades
antibacterianas da curcumina foi publicado pela primeira vez na revista Nature
(OLIBERS’, 1949, apud TANG et al., 2020). Desde entédo, foi demonstrado que a
curcumina possui propriedades antioxidantes, antitumorais, antibacterianas,
antifingicas, antivirais e de reparo de feridas (FARHOOD et al., 2019; LIAO et al.,
2018; OHNISHI et al., 2020; LICZBINSKI; MICHALOWICZ; BUKOWSKA, 2020;
TYAGI et al., 2015; LI et al., 2020; WATHONI et al., 2017).

No que diz respeito aos efeitos anti-inflamatorios, varios estudos tém revelado
o efeito protetor da curcumina, que reduz a expressao de citocinas e regula muitos
genes implicados na iniciagdo de respostas inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1). Consequentemente, a curcumina
recruta macrofagos tipo M2 (com propriedades anti-inflamatoria e pro-angiogénica),
que alteram sua polaridade funcional, aumentando assim a producgao de citocinas
antiinflamatdrias essenciais para o reparo tecidual. Por outro lado, a curcumina evita
o comportamento inflamatorio relacionado a dor causado pela superestimulagéo de

citocinas proé-inflamatérias, por aumentar a producéo de interleucina-10 (IL-10), uma
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citocina antiinflamatéria (SONG et al., 2018).

Além disso, a curcumina também inibe o fator nuclear kB (NF-kB) ao suprimira
atividade das quinases envolvidas em varias vias. Em geral, o NF-kB é
fisiologicamente inativado pela ligacéo ao seu inibidor IkB. Durante a inflamacéao, a
regulacédo positiva de mediadores inflamatérios (ou seja, citocinas e quimiocinas)
ativa o NF-kB, que por sua vez se transloca para o nucleo. Em locais feridos, a
curcumina pode reduzir a inflamacdo causada pela ativacdo da via do NF-kB
(BARCHITTA et al., 2019).

Estudos mostram que a curcumina pode efetivamente reduzir os niveis de
expressao de IL-1B, de citocinas pro-inflamatérias séricas, incluindo IL-6, TNF-a e
IL-1B, e os niveis de expressédo de TLR4, TLR2 e TNF-qa, além de suprimir a ativagao
de NF-kB e os niveis de degradacgdo de IkBa (WANG et al., 2015). Além disso, foi
demonstrado que a curcumina inibe o complexo de sinalizagdo TLR4-MD2 por meio
da competicdo com lipopolissacarideos (LPS) pela ligacdo a proteina de
diferenciacéo mieloide 2 (MD2) (ZHANG et al., 2018).

Outro estudo, desenvolvido por Antoine e Girard (2015) indicou que a

curcumina induz a desgranulacdo em neutréfilos humanos, aumentando a
expressdo da superficie celular de CD35 (vesicula secretora), CD63 (granulos
azurdfilos) e CD66b (granulos de gelatinase). Além disso, a curcumina aumentou a
liberacé@o e a atividade enzimética da gelatinase B no meio extracelular e ativou a
p38 MAP guinase nessas células, sendo foi capaz de aumentar a fagocitose
(ANTOINE; GIRARD, 2015).
J4 nos estudos conduzidos por Li et al., experimentos utilizando ratos,
demonstraram que a curcumina inibiu a expressdo de IL-6 e TNF-a, diminuiu a
producdo de oOxido nitrico e suprimiu a proliferacdo de células do musculo liso
vascular, aumentando a atividade do proliferador de peroxissoma (PPAR-y) e
suprimindo o estresse oxidativo para estimular respostas inflamatorias induzidas por
angiotensina Il (Li et al., 2017).

Além das propriedades ja mencionadas, a curcumina é conhecida como um
potencial agente no reparo de feridas devido as suas propriedades anti-infecciosas,
anti-inflamatorias e antioxidantes, promovendo a formacéo do tecido de granulacao,
a remodelacéo do tecido e a deposicao de colageno (FEREYDOUNI et al., 2018).

Leng et al. desenvolveram um filme contendo nanoparticulas de curcumina,
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colageno e alcool polivinilico que apresentou uma taxa de cura rapida de 98,03% +
0,79% e epitelizacdo madura no 15° dia apds a inducdo da ferida em ratos,
confirmando que o filme pode promover a formacéo de fibras de colageno. Foliculos
capilares e reepitelizacdo precoce também foram observados no grupo tratado
(LENG et al., 2020).

Um estudo publicado por Mirzahosseinipour et al. mostra que nanoparticulas
compostas de curcumina e silica reduziram o numero de bactérias em estado
planctonico, a produgcdo de biofilme bacteriano, apresentando propriedades de
reparo de feridas (MIRZAHOSSEINIPOUR et al., 2020).

Wathoni et al. demonstraram que um complexo de curcumina e 2-hidroxipropily-
ciclodextrina (HP--CyD) em hidrogel a base de sacrano promoveu uma maior
capacidade de reparo de feridas em camundongos (WATHONI et al, 2017). J& estudo
conduzido por Nguyen et al. mostrou que nanocomplexos de curcumina e
oligoquitosana, preparados pelo método de complexacédo de farmaco-polissacarideo,
e lipossomas encapsulados por curcumina revestidos com oligoquitosana, preparados
por um método de combinacédo de hidratacéo de filme lipidico e sonicacao, resultaram
em um reparo tecidual mais rapido e de maior eficacia do tratamento da cicatriz em
ratos (NGUYEN et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

41 Materiais

A amostra de quitosana foi obtida comercialmente (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo
— SP, Brasil) e possui massa molecular média. O glicerol (Gli) e o acido acético foram
obtidos da LabSynth (S&o Paulo, Brasil) e utilizados conforme recebidos. A amostra
de Curcuma longa foi obtida comercialmente da Farméacia Malheiros, Sdo Paulo-SP,

e utilizada conforme recebida.

4.2 Producdo das membranas

As membranas foram produzidas no Laboratorio de Nanociéncias Aplicadas e
Tecnologia de Plasma do Instituto Cientifico e Tecnologico da Universidade Brasil,
através da evaporacdo do solvente (método casting) a partir de uma solugcédo de
quitosana a 1% p/p dissolvida em solucdo aquosa de &cido acético 10% (v/v). As
membranas de quitosana mistas com glicerol na proporc¢éo de 30% (p/p em relagcéo a
massa de quitosana) foram produzidas através da mistura de glicerol em solucéo de
guitosana e agitadas por 15 minutos, resultando em uma solucdo homogénea. As
membranas mistas com curcuma foram produzidas utilizando-se o extrato de carcuma
longa solubilizada na concentracao de 1,5% (p/p em relacdo a massa de quitosana)
na solucdo de quitosana/glicerol 30%. Para tanto 20 mg de carcuma foram
solubilizados em 15 ml de &lcool etilico e misturados com 10 ml da solucdo
homogénea. Para a producdo das membranas, 10 ml de solucéo foram pipetadas em
placas de silicone e, as amostras foram secas ao ar em temperatura ambiente
(aproximadamente 2C) em fluxo de ar. O tempo de secagem das membranas foi de
24 a 48h

4.3 Caracterizagdo das Membranas

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 micrémetro da marca Mitutoyo M4 Checker.
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4.3.2 Espectroscopianaregiao do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi utilizada para identificar as estruturas quimicas dos
componentes das membranas. As andlises foram realizadas em equipamento da
marca Thermo Nicolet Nexus 470 com transformada de Fourier usando o modo de
reflectancia atenuada (ATR). Os espectros foram coletados na faixa de 4000-500 cm®

1 com um total de 64 varreduras e resolucéo de 2 cm™,

4.3.3 Angulos de contato

A molhabilidade das membranas foi analisada utilizando-se o goniémetro da
marca KSV instruments modelo CAM 200. Para identificar os angulos de contato entre
a agua e as membranas, as mesmas foram acopladas em uma placa e posicionadas
centralmente a seringa. Depois de 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 medi¢cdes na mesma gota, obtidas automaticamente pelo software. O

erro foi obtido através do calculo de desvio padrao.

4.3.4 Ensaios Mecanicos

Ensaios mecanicos de tracdo foram realizados para todas as amostras,
utilizando corpo de prova de 15 mm x 10 mm (comprimento x largura). Os testes foram
feitos utilizando méquina de ensaio universal da marca Biopdi, modelo MBIOL1 - portatil
(Séo Carlos, Sao Paulo). Os ensaios foram realizados utilizando célula de carga de
50 N taxa de deformacao constante (velocidade de deslocamento do travessédo) de 5

mm/min.
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4.4 Testes In Vivo
441 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O presente estudo segue todas as premissaas éticas para o uso de animais
em pesquisas cientificas e foi aprovado no Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Piaui (UESPI) (protocolo 01987/2021-10)
(Anexo A).

4.4.2 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 24 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus) machos, com 60 dias de vida e média de peso corporal 250 g +
6,6 g provenientes do Biotério da UESPI. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, de polietileno, devidamente etiquetadas, 0s quais estiveram em
temperatura ambiente controlada de 25°C e umidade do ar de 60 %, fotoperiodo de
12 h claro/escuro, recebendo agua e alimentacao padrdo ad libitum.

4.4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacao das feridas cutaneas, todos os animais foram previamente
anestesiados intraperitoneal com de cloridrato de ketamina, na dose de 60-80 mg/kg,
e cloridrato de xilazina , na dose de 10 mg/kg. Apés a tricotomia na regido dorsal, foi
realizada a indugao de trés feridas cutaneas, removendo todas as camadas da pele,
com a utilizacdo de punch dermatologico de 1 cm de diametro, equidistante 1 cm
entre si.

Foi administrado medica¢&o analgésica, paracetamol 200 mg/ml de 8 em 8
horas, por 3 dias.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

- Grupo controle: animais com a indugéo da ferida cutanea e ndo receberam
nenhum tratamento (n= 6 animais);

- Grupo quitosana: animais com a indugdo da ferida cutanea e receberam a
membrana de quitosana (n= 6 animais);

- Grupo quitosana / glicerol 30 %: animais com a indugéo da ferida cutanea
e receberam a membrana de quitosana / glicerol 30 % (n= 6 animais);

- Grupo quitosana / glicerol 30 % / carcuma 1,5 % : animais com inducéo da
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ferida cutdnea e receberam a membrana de quitosana / glicerol 30 % / carcuma 1,5
% (n= 6 animais).

A aplicagdo da membrana ocorreu imediatamente apés a indugéo da ferida
cutédnea. A membrana foi recortada com um puch dermatolégico de 1 cm e colocada

com auxilio de uma pinca cirtrgica em cima de cada ferida.

444 Coletadas Amostras

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

margem de 1 cm de pele integra, no 3°, 7° e 14° dia.

445 Eutanésia

Os animais sofreram eutanasia, por sobredosagem de anestésico, no 14° dia

apos a coleta da amostra de ferida cutanea.

4.4.6 ANALISE MACROSCOPICA

Para a andlise macroscopica a regidao da lesdo foi investigada quanto as
seguintes ocorréncias: necrose, inflamacao local, odor, presenca de fibrose ou

liquido na cavidade.

4.4.7 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE REPARO DE FERIDAS

A analise morfométrica foi realizada por meio de registros fotograficos no dia
0, 3, 7 e 14 dias. Foi utilizada uma camera digital no modo basico, sem flash, sem
zoom. Para a padronizacdo da distancia da camera a ferida utilizou um suporte de
aluminio a 20 cm e perpendicular a ferida. Uma régua disposta ao lado dos animais
e junto a ferida foi utilizada para a padronizacdo da unidade de area das lesdes em
mm. As imagens foram analisadas pelo software Image J 1,45 (Research Services
Branch, Nacional Institutes of Health — NIH (Bethesda, Maryland, EUA). Depois de
determinar a area da ferida, o seguinte céalculo foi aplicado: area inicial — a area final

/ &rea inicial X 100, determinando, assim, o percentual de regressao.
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4.4.8 Anélise histdlogica

As amostras da ferida cutanea foram fixadas em solucdo tamponada de
formalina a 10 % durante 24 horas, encaminhadas para o processamento histolégico
convencional, constando de desidratagdo com &lcool, diafanizacdo em xilol e
inclusédo em parafina. Entéo, os blocos foram cortados em micrétomo rotativo, com
cortes de 5 micrébmetros de espessura, e submetidos a coloragdo com Hematoxilina
e Eosina (HE). Todas as laminas foram codificadas de modo que o examinador nao
possuia conhecimento sobre a qual grupo pertencia.

As preparacfes histologicas foram examinadas em microscépio Optico
trinolucular (Olympus® CX31, Japéo), usando a objetiva de 10x, equipado com uma
camera digital (Bell & Howell, EU 16.0 Plus, E.U.A.) acoplada a um microcomputador.
Avaliou-se as bordas (area de fronteira entre o tecido conjuntivo intacto e o em
formacéo) e o centro da ferida. Os parametros inflamacao, crosta, deposicao de matriz
extracelular, vascularizagéo e epitelizacao (Estevéo et al., 2019).

4.4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo da andlise estatistica, utilizou o programa estatistico
GraphPad Prism® (versdo 5.0, Instat Software Inc., La Jolla, CA, EUA). A
normalidade dos dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) e a
Homogeniedade com o teste de Levene. Os dados foram avaliados e analisados por
meio da andlise de variancia one-way (ANOVA), seguido de teste de Tukey, com

significancia p < 0,05.



35

5 RESULTADOS

5.1 FormacOes das membranas

ApoGs o periodo de secagem as membranas foram removidas das placas de
silicone e mostraram-se homogéneas, conforme mostrado na Figura 2. Conforme
podemos observar, a mebrana de quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5%, apresentou

uma coloracdo amarelada, caracteristica do pigmento curcumina.

Figura 2. Membranas formadas por a) quitosana, b) quitosana/glicerol 30%, c)
quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5%, secas em temperatura ambiente, com fluxo

de ar

Fonte: Autor.

Alteracdes nas propriedades mecéanicas das membranas apés a adicdo de
glicerol foram evidentes, conforme mostra a Figura 3. Aplicando forca de tracéo
similar nas membranas formadas por quitosana pura e quitosana mista com 30% de
glicerol podemos ver atravées das imagens claramente a diferenca no
comportamento mecéanico. Tal comportamento pode ser atribuido as fortes ligacbes
hidrogénio formadas entre as cadeias de quitosana e glicerol que promove maior
elasticidade e flexibilidade das membranas. As moléculas de glicerol atuam como
plastificantes no processo de formacdo das membranas. Tais moléculas tem a
habilidade de se posicionar entre as cadeias poliméricas da quitosana desfazendo
ligagbes hidrogénio intercadeias do polimero o que faz com que as cadeias da
guitosana se afastem, aumentando a flexibilidade (CHEN, M. ET AL., 2018; CARONI
ET AL., 2021).
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Figura 3. Membranas formadas por a) quitosana, b) quitosana/glicerol 30%, c)

quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5%, sendo estirada

Fonte: Autor.

5.2 Caracterizagbes

5.2.1 Medidas de espessura

Os valores de espessura obtidos foram de 55 um =10, 40 um £ 10e 45+ 8
pm para as membranas formadas por quitosana, quitosana / glicerol 30% e
quitosana / glicerol 30% / curcuma 1,5%, respectivamente. Ndo havendo diferenca

significativa entre elas.

5.2.2 Espectroscopianaregiao do infravermelho (FTIR)

Espectros FTIR foram utilizados a fim de se caracterizar os grupos quimicos de
ambos os materiais nas membranas. Os espectros na regiao do infravermelho para
as membranas, formadas por quitosana pura e membranas mistas sdo mostrados na
Figura 4. 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 deformacédo N-H;
em 2850-2970 cm estdo associados a vibracdes de C-H; em 1637 cm™ a banda de
vibracéo relacionada ao grupo amida | (C = O alongamento) da quitosana; em 1550
cm™? a banda de deformacdo angular do grupo CH:2 ligado ao grupo carbonila; em

1575 cm a banda de amida Il (deformacéo angular N-H) da quitosana; em 1318 cm-

' 4 banda de amida Il (C = O-NHz deformacéo axial) da quitosana; e finalmente em
1058 cm! observa-se uma banda correspondente a deformacgédo angular do C-O da

quitosana. E possivel observar que as bandas centradas em 3346 cm™ e 3258 cm?
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(atribuidas a deformacdo OH) e aquelas centradas em 2923 cm? e 2875 cm
(atribuidas as cadeias alquilicas) tém sua intensidade aumentada com a adicdo de
glicerol, sendo que nenhuma banda nova foi observada. Todas as bandas foram
atribuidas em acordo com a literatura (BRUGNEROTTO et al., 2001).

Ja as bandas vibracionais referentes a clrcuma séo: em 3330 cm™, alongando
a vibragdo dos grupos—-O-H; em 3055 cm™, vibracdo de alongamento de ligacées
C-H aromaticas; em 2955 cm™, vibracdo assimétrica dos grupos—CHsz—; em 2930
cm™,-CH: alongamento assimétrico; em 1627 cm™, alongamento da ligacdo C=0;
em 1587 cm™, C-C vibragéo de ligacdo em aromaticos; em 1510 cm™, vibracédo de
angulo deformacgédo do anel benzénico; em 1427 cm™, deformacéo angular do grupo
CH2; em 1368 cm™, deformacéo angular do grupo CHs e em 1118 cm™, estiramento
das ligagdes C-O (DEUS, W.F. et al., 2021). Entretanto, é possivel observar que
nenhuma banda referente a circuma aparece no espectro da membrana a contém,
provavelmente devido a baixa proporcdo do material na membrana em relacdo a

massa da quitosana.
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Figura 4. Espectros de FTIR para membranas formadas por a) quitosana, b)

quitosanal/glicerol 30%, c) quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5%

a)
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5.2.3 Angulos de contato

A hidrofobicidade é um aspecto importante nas aplicagbes praticas de materiais
como curativo de feridas. Um curativo deve ter a capacidade de manter um ambiente
propicio para cicatrizacdo de feridas, impedindo o0 excesso de hidratagdo e acumulo
de exsudato (MA Y. 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
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LAW (2014) se o angulo de contato (8) é < 90° o material é considerado hidrofilico,
hidrofobico se 150° = 6 > 90° e superhidrofébico se 180° = 6 > 90°. As imagens e 0s
valores do angulo de contato das membranas estao apresentados na Figura 5 e na
Tabela 1, respectivamente. A membrana formada apenas por quitosana apresenta
valor de angulo de contato médio de 104°, indicando caracteristica hidrofobica, apesar
da presenca dos grupos amino e hidroxila com carater hidrofilico nas cadeias
dequitosana. J& para as membranas de quitosana/glicerol 30% e quitosana/glicerol
30%/ curcuma 1,5%, os valores de angulo de contato médio foram de 88° e 85°,
respectivamente. Assim como a quitosana, a molécula de glicerol tem carater
hidrofilico devido a presenca dos grupos hidroxilas em sua estrutura quimica, o que
explica a diminicdo nos valores de angulo de contato para as amostras que contém
glicerol. Com base nos resultados de angulo de contato, € possivel afirmar que as
membranas que contém glicerol sdo mais hidrofilicas do que a membrana de
guitosana 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 os materiais

Figura 5. Imagens para o angulo de contato entre a 4gua e as membranas formadas
por a) quitosana, b) quitosana/glicerol 30%, c) quitosana/glicerol

30%/quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% em t=1s

(@) (b) (€)

Fonte: Autor.



40

Tabela 1 Valores dos angulos de contato entre a agua e as membranas. O erro

corresponde ao desvio padréo calculado em triplicata

Angulo de
Membrana Contato
Quitosana 104 £ 0,5
quitosana/glicerol 30% 85+1,0
guitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% 88 0,5

5.2.4 Ensaios mecanicos de tracao

A Figura 7a mostra as curvas de forga versus deslocamento obtidas a partir
dos ensaios mecanicos de tracdo, realizados para todas as amostras. Conforme
podemos observar, a resisténcia a tragcdo € maior para a amostra de quitosana pura,
onde um valor méximo de 11,3 N foi obtido antes da ruptura da amostra. Ja para as
outras amostras, menores valores de for¢ca foram encontrados antes da ruptura,
sendo que para as membranas quitosana/glicerol 30% além da diminuicdo da
resisténcia a tracéo, foi observado um aumento na deformagéo (deslocamento). O
perfil da curva obtida para a membrana formada por quitosana/glicerol 30% menor
resisténcia a tracdo, denotada pela menor inclinacdo na regido de deformacéao
elastica do ensaio, e maior elasticidade, denotada pela maior regido plastica de
deformacéo. Tal fato pode ser relacionado ao efeito plastificante do glicerol nas
cadeias poliméricas da quitosana, sugerindo maior elasticidade das amostras que
contém o plastificante em relacdo a amostra de quitosana pura.

Gréficos de tensao versus deformacao foram plotados e sdo mostrados na
Figura 7b. Através desse gréafico é possivel determinar o valor do médulo de
elasticidade (E) (ou modulo de Young), que corresponde a inclinacdo (coeficiente
angular) do segmento linear do grafico e é calculado a partir da tangente tracada na

regido de deformacdo elastica das amostras, utilizando a seguinte equagéao (1).

o=Exe ou E=ol (Aolke) (1)

onde ¢ = valor da tenséo (MPa), ¢ = deformacdo (mm) e E = modulo de elasticidade
(MPa). Os modulos de elasticidade obtidos para as membranas de quitosana,
quitosana/glicerol 30% e quitosana/glicerol 30%/clircuma 1,5% foram 1,01 x 1073,
0,81 x 102 e 1,42 x 10 MPa, respectivamente. Quanto maior o valor de E, mais



41

rigido € o material ou menor sera a deformacao elastica para uma mesma carga
aplicada. Sendo assim, comprova-se que a membrana contendo cdrcuma é mais
rigida do que a membrana de quitosana pura que, por sua vez, € mais rigida do que
a membrana plastificada com glicerol 30%. Porém, embora rigida, a membrana
contendo cdrcuma possui grande regido de deformacéo pléstica, demonstrando
maior elasticidade dessa membrana em comparacdo com a membrana de quitosana
pura.

As cadeias poliméricas de quitosana apresentam forte ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, resultando na rigidez da membrana formada. A insercdo do
plastificante (glicerol) ocasiona a reducéo (quebra) dessas ligagdes, fazendo com que
as cadeias tenham mais mobilidade em se afastar umas das outras e deslizarem
umas sob as outras quando estdo sob tracdo, refletindo em maior deformacéo da

membrana (plastificada).



Figura 6. Resisténcia a tracdo de membranas de quitosana,
quitosana/glicerol 30% e quitosana/glicerol 30%/quitosana/glicerol 30%/curcuma

1,5%. Gréfico A: forca X deslocamento; Grafico B: tenséo versus deformacgéo
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Fonte: Autor.

5.3 Testes In vivo
5.3.1 ANALISE MACROSCOPICA

Nos achados macroscopicos obtidos na analise qualitativa dos grupos
experimentais, foi possivel observar a auséncia de necrose, odor, presenca de

fibrose ou liquido na cavidade da lesdo em todos os grupos experimentais (Figura 7

).

Figura 7. Evolugdo macroscoépica das feridas
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5.3.2 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE REPARO DE FERIDAS

A Figura 8 mostra o percentual de reducéo do reparo da ferida. No 3° dia, o
grupo que recebeu a membrana de quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% apresentou
reducdo estatisticamente maior da area lesionada, quando comparado aos grupos
controle e quitosana. Apés 7 dias, 0s grupos tratados com quitosana / glicerol 30% e
quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% demonstraram reducao significativa na area
lesionada comparado ao grupo controle. No 14° dia apés o tratamento, pode-se

observar que os trés grupos que receberam as membranas apresentaram area de
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lesdo menor quando comparado ao grupo controle.

Figura 8. indice de reparo de feridas
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5.3.3 Analise hist6logica descritiva

Na analise histoldgica descritiva (Figura 9), 3 dias ap6s a inducao da leséo, no
grupo controle foi possivel observar a presenca de uma espessa crosta cobrindo toda
a superficie da lesdo, tecido de granulacdo com intensa presenca de células
inflamatérias, poucos fibroblastos e angiogénese. No grupo quitosana, observou-se
gue o processo de reparo estava discretamente melhor que o grupo controle, pois a
lesdo também estava recoberta por uma crosta e no tecido de granulacdo havia
intenso infiltrado inflamatério, com maior presenca de fibroblastos e vasos
neoformados. O grupo quitosana/glicerol 30% também apresentou a presenca de uma
crosta cobrindo a leséo, porém foi possivel observar que o infiltrado inflamatorio era
menor comparado ao grupo controle e quitosana, assim como maior presenca de
fibroblastos no tecido de granulacdo e angiogénese. No grupo
quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% havia crosta cobrindo toda a leséo, infiltrado
inflamatorio leve, moderada presenca de fibroblastos e angiogénese no tecido de

granulacao, que corresponde um melhor processo de reparo comparado aos demais
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grupos experimentais.

ApOs 7 dias, no grupo controle, ainda foi possivel observar a presenca de uma
crosta cobrindo toda a superficie da leséo, células inflamatorias em maior quantidade
na regido central da ferida, discreto a moderado quantidade de tecido de granulacéo
e angiogénese nas margens da leséo. A reepitelizagéo ocorreu discretamente apenas
nas margens da lesdo. No grupo quitosana, observou-se que a leséo estava coberta
por uma crosta, no tecido de granulacédo ainda observou-se infiltrado inflamatorio, no
entanto apresentava maior quantidade de fibroblastos e angiogénese comparado ao
grupo controle e a reepitelizacdo estava restrita nas margens da lesdo. O grupo
quitosana/glicerol 30% também apresentou a presenca de uma crosta na regido
central da lesdo, porém foi possivel observar que o infiltrado inflamatério era leve,
angiogénese moderado e grande quantidade de células fibroblasticas presentes no
tecido de granulacdo e formacdo de fibras de colagenos nas margens da leséo,
apresentado uma area reepitelizada maior em relacdo aos grupos controle e
guitosana. No grupo quitosana/glicerol 30%/carcuma 1,5% de forma semelhante,
havia crosta cobrindo a regido central da lesdo, poucas células inflamatorias,
moderado a intenso a presenca de fibroblastos e angiogénese no tecido de
granulacdo. Este grupo apresentou maior area reepitelizada e maior deposicao de
fibras de colageno.

Apés quatorze dias de evolugcdo, ndo observou a presenca de crosta em
nenhum grupo experimental. O grupo controle apresentava a reepitelizacdo completa
da area de leséo, tecido de granulagéo com o inicio de deposicao de fibras colagenas
nas margens da lesdo, no entanto, o tecido neoformado encontra-se em um estagio
inferior de reparo comparado aos demais grupos. Nos demais grupos experimentais,
a principal diferenca é a quantidade e espessura de fibras coldgenas, sendo o grupo
guitosanal/glicerol 30 %/carcuma 1,5% com maior deposi¢do de fibras colagenas,

seguido pelos grupos quitosana/glicerol 30% e quitosana.
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Figura 9. Analise histoldgica descritiva

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

CONTROLE

QUITOSANA

QUITOSANA
GLICEROL 30 %

QUITOSANA
GLICEROL 30 %
CURCUMA 1.5 %

Legenda: * = crosta; # = tecido de granulagdo; & = infiltrado inflamatério; 4 =
vasos sanguineos; ® = reepitelizacéo; g = fibras de colagenos.
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6 DISCUSSAO

Formacéao e caracterizagcdo das membranas

As membranas obtidas tiveram um valor médio de espessura de 46,6 um, nao
sendo observado diferenca significativa entre a espessura das mesmas. As
propriedades mecénicas dos filmes podem sofrer influéncia da espessura. Segundo
Rodriguez et al. (2012), o controle da espessura € muito importante, pois atravées dela
pode-se avaliar a uniformidade e a repetibilidade da medida de suas propriedades e
a validade das comparacdes entre os filmes. Nosso estudo corrobora com o de
Antunes et al. (2019) onde a adicdo do glicerol ndo influenciou na espessura das
membranas. J& Santos et al. (2018) verificaram que a formacdo de biofilmes
comestiveis de carboximetilcelulose contendo curcuma longa e nanoparticulas de
guitosana, levaram a formacdo de membranas mais espessas em comparacdo com
as membranas de quitosana pura.

Foi possivel observar diferenca significativa no comportamento mecanico
entre as membranas com a adi¢ao do glicerol (Figura 3), o que foi confirmado através
das medidas de tracdo e visualizacdo das diferencas no comportamento de tenséo e
deformacdo das membranas (Figura 6). Tal comportamento pode ser atribuido ao
rompimento das fortes ligagbes de hidrogénio formadas entre as cadeias de
guitosana e a formacgéao de novas ligacdes hidrogénio entre as cadeiras de quitosana
e as moléculas de glicerol, que promove maior elasticidade e flexibilidade nas
membranas, atuando como plastificantes no processo de formacdo das membranas.
Tais moléculas tem a habilidade de se posicionar entre as cadeias poliméricas da
quitosana desfazendo ligacdes hidrogénio intercadeias do polimero o que faz com
gue as cadeias da quitosana se afastem, aumentando a flexibilidade (CHEN, M. ET
AL., 2018; CARONI ET AL., 2021).

Uma maior flexibilidade para as membranas de quitosana apés a inser¢éo de
moléculas de glicerol também foi observado no estudo de Caroni (2019), que produziu
e caracterizou membranas de quitosana com diferentes concentracdes de glicerol, e
observou que as diferengas entre as membranas puras de quitosana e membranas
plastificadas com glicerol sugerem que as interacdes entre as cadeias de quitosana
e as moléculas de glicerol sao fortes o suficiente para confirmar o efeito plastificante
na rede polimérica da quitosana. A flexibilidade promovida pelo glicerol em

membranas de quitosana € muito interessante para aplicacdo como curativo. Ainda,
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Antunes, et al. (2019), e Chagas et al. (2017), desenvolveram filmes biodegradaveis
a base de quitosana e avaliaram o efeito da adicao de diferentes concentracdes de
glicerol. Ambos os estudos concluiram que a adicdo de concentracdes de 10% e 25%
de glicerol, conferem aos filmes de quitosana diferentes propriedades, influenciando
diretamente suas propriedades mecanicas.

O uso da técnica de FTIR teve como intuito identificar a presenca da
guitosana, do glicerol e da carcuma nas membranas produzidas. Nas membranas de
guitosana pura identificamos quatro regides caracteristicas: uma referente aos
estiramentos N-H e O-H dos grupamentos amino e hidroxila presentes na estrutura do
polimero, em que apresenta também a contribuicdo das interagfes intermoleculares
por ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de quitosana; as bandas que
correspondem aos estiramentos assimétricos e simétricos da ligacdo C-H; a banda
atribuida & amida I, que corresponde ao estiramento da carbonila (C=0) e a banda
proveniente do estiramento N-H, que € conhecido como amida Il. Ja o espectro para
as membranas contendo glicerol, evidenciam duas principais regides, atribuida ao
grupo -OH e os picos referentes aos estiramentos C-H (CERQUEIRA et al., 2012).
Também se observa bandas de absorcao tipicas do glicerol, correspondentes as
vibragdes das ligacdes C-C e C-O e as que sao referentes a tor¢édo -CH (GUERRERO
et al., 2010).

Assim como nossa pesquisa, Furtado et al. (2016) ndo observou mudancas
significativas nos espectros FTIR com a adicdo do glicerol, uma vez que os
plastificantes se caracterizam por manterem a estrutura quimica do polimero, ou seja,
nao houve formacao de ligacdes quimicas com a adi¢édo do glicerol.

A analise de FTIR também foi realizada com intuito de identificar possiveis
interacdes entre essas substancias. Além do aumento na intensidade das bandas
atribuidas a deformacdo OH (centradas em 3346 cm™ e 3258 cm™) e aquelas
atribuidas as cadeias alquilicas (centradas em 2923 cm™ e 2875 cm™) com a adicédo
de glicerol, nenhuma banda nova ou grandes deslocamentos nos numeros de onda
das bandas foi observada no nosso estudo.

Diferentemente do nosso estudo onde nao se evidenciou nenhuma banda
correspondente a cuarcuma, Furtado (2014) utilizando concentracdo de 1,2 mg/ml de
curcuma em relacdo a massa da quitosana na producdo das membranas mistas,
identificou uma pequena reducgéo de intensidade nas bandas centradas em 3264 a

2918, 1557 e 1377 cm. Estas reducbes foram atribuidas a uma possivel interacédo
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entre 0s grupos amina da quitosana e 0s grupos cetona da curcumina (BORUAH.
SAIKIA e DUTTA, 2012).

Assim como Junior (2020) que observou um pequeno aumento na intensidade
das bandas referentes aos grupos metil e metileno (2970-2868 cm) nas membras
mistas de quitosana e cuircuma, em comparagdo a de quitosana pura, bem como o
surgimento de um pequeno ombro préoximo a 1108 cm! que esta relacionado ao
estiramento C-0O das ligacdes éteres. Porém essas observagdes sé foram possiveis
guando analisadas as membranas do lado de baixo. Diferentemente do nosso estudo
as membras desta pesquisa, se mostraram heterogéneas e espessas.

Dependendo da polaridade do liquido usado na medida do angulo de contato
e dos polimeros que formam os filmes, € determinado o grau de hidrofilicidade ou
hidrofobicidade do material. Segundo nossos resultados, a membrana formada
apenas por quitosana apresenta valor de angulo de contato médio de 104°, indicando
caracteristica hidrofébicas, apesar da presenca dos grupos amino e hidroxila (grupos
polares) da quitosana. No estudo de Junior (2020), corroborando nossos resultados,
as membranas de quitosana obtiveram um angulo de contato acima de 100°. Ja para
as membranas de quitosana/glicerol 30% e quitosana/glicerol 30%/ curcuma 1,5%,
os valores de angulo de contato médio foram 88° e 85°, respectivamente, lhes dando
caracteristicas hidrofilicas. Na realizacdo dos experimentos, conforme a agua era
gotejada na superficie das membranas uma pequena deformacao na superficie do
material foi observada (possivel absor¢cao de agua), sugerindo forte interacédo entre
0S materiais.

Em oposicéo ao observado nos nossos resultados, Chen et al. e Caroni et al.
desenvolveram membranas formadas por quitosana e glicerol onde a adicdo de
glicerol levou a um aumento no angulo de contato dos materiais com a agua e,
consequentemente, um aumento na hidrofobicidade. Uma possivel explicacdo para
esse comportamento foi dada pelos autores, mostrando que as cadeias de quitosana
sdo eficientemente plastificadas pela insercdo das moléculas de glicerol, por
possibilitarem a formacédo preferencial de um sitio Unico para ligagbes hidrogénio.
Como consequéncia, as interacdes intercadeia da quitosana sdo quebradas e os
grupos hidrofobicos do glicerol (C-H) tornam-se expostos (grupos apolares). Ja no
trabalho de Caroni et al., os autores sugerem que as membranas plastificadas com
glicerol impedem a desidratacdo do ambiente (retém umidade), uma vez que a

polaridade dos grupos hidroxila podem melhorar a adsor¢gdo em ambientes umidos
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(ambiente de feridas) e a natureza hidrofébica dos grupos alquila (C-H) evita o
excesso de umidade nas feridas, promovendo adicional protecdo contra a
proliferagcdo de micro-organismos.

Assim como em nossa pesquisa, estudos realizados por Santos et al. (2018)
mostraram que ao avaliar e caracterizar biofilme comestivel de carboximetilcelulose
contendo curcuma longa e nanoparticulas de quitosana, observou-se que as
membranas que continham cuUrcuma mantiveram caracteristicas hidrofilicas, com
valores de angulo de contato abaixo de 90°. Esse comportamento ocorre porque a
curcuma apresenta em sua estrutura quimica grupos hidrofébicos e hidrofilicos,
sendo constituida por uma longa cadeia carb6nica com oxigénios nas extremidades
qgue lhe confere caracteristica lipofilica. A curcuma é uma substancia lipofilica
(apresenta afinidade por compostos lipidicos), e mesmo em pequena quantidade na
composicao dos filmes corrobora com a repulsdo ou atracéo do biofilme com a agua.
Caracteristica essa interessante quando se trata de curativos, uma vez que no
processo de reparacdo se faz necessario um ambiente nem tanto hidrofébico, nem
muito hidrofilico.

Valores de tensdo, médulo de elasticidade, elongacdo, entre outros, servem
de base para comparacdo do desempenho mecanico dos materiais, incluindo os
materiais poliméricos. A tensdo de ruptura é a Ultima tensédo suportada pelo material
antes do rompimento/quebra. E definida como a forca maxima necessaria para que o
filme deforme. Observa-se, pelos resultados obtidos, que o valor desta propriedade
foi inversamente proporcional quando se utilizou plastificante.

Na nossa pesquisa podemos observar que as membranas puras de
guitosana, suportaram uma forca de tracdo significativamente maior, antes da sua
ruptura. Porém, apesar de mais resistentes a tragdo, as mesmas se apresentam
guebradicas, com pequena deformacdo plastica (baixa elasticidade). Ja as
membranas que contém glicerol, suportam menor forca de tracdo antes da
deformacéo plastica, porém, sdo mais elasticas apresentando regido de deformacao
plastica maior, em comparacdo a membrana de quitosana pura. Tal fato pode ser
relacionado ao efeito plastificante do glicerol nas cadeias poliméricas da quitosana.

Foram analisados também o médulo de elasticidade, conhecido como modulo
de Young, que é um indicativo da rigidez do filme relacionando a tensédo e a
deformacéo na regido elastica do material, na qual a resposta do filme a deformacao

€ crescente e linearmente proporcional a tragcdo a qual é submetido. Podemos
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observar que adicdo da curcuma, tornou as membranas mais rigidas, aumentando
seu moédulo de elasticidade, que ficou em 1,42 x 1023 MPa. Diferente do encontrado
por Schaefer et al. (2018) onde a inser¢cdo da curcuma nos filmes ndo alterou os
valores de tensdo, elongacédo na ruptura e médulo elastico dos filmes.

Embora mais rigida, a membrana contendo curcuma possui grande regiao de
deformacédo plastica, como observado na Figura 6, grafico B, demonstrando maior
elasticidade dessa membrana em comparacdo com a membrana de quitosana pura.
Corroborando nossos resultados, Santos et al. (2018) mostraram que ao analisar
biofilmes formados por curcuma longa, carboximetilcelulose (CMC) e nanoparticulas
de quitosana, observou-se que ao adicionar as nanoparticulas de quitosana e a
curcuma, ocorreu um aumento consideravel no valor de elongagdo do biofilme.
Destaca-se que a grande variabilidade nos ensaios de tracdo acaba dificultando a
comparacao direta dos dados obtidos no nosso trabalho com os disponiveis na

literatura.

Testes in vivo

Os parametros macroscopicos e a analise morfométrica aqui estudados
permitiram verificar a evolucéo das feridas, sinais de inflamacéo e infec¢cao, bem como
a reducgéo da ferida. Nao foi observado nenhum caso de necrose, intensa reagao
inflamatoria, exsudato purulento ou abscessos em nenhum grupo tratado. Assim como
no estudo de Batista et al (2015), que ndo observou presenca de pus em nenhum
grupo e nem reacao inflamatoria severa. Esses dados sugerem que a quitosana assim
como a curcuma, podem permitir a drenagem da ferida, sem favorecer o
ressecamento da area coberta, dois dos principais fatores que comprometem a
cicatrizacdo. No presente estudo, ndo observamos reacfes de sensibilidade a
membrana, como edema, rubor, dor, ou coceira, confirmando a seguranca clinica para
seu uso em feridas. De maneira semelhante, nos estudos de Souza et al. (2016) e de
Moreira et al. (2018) ambos as membranas/materiais desenvolvidos se mostraram
seguras.

Conforme apresentado na Figura 7, observou-se qualitativamente a evolucao
da cicatrizagéo ao longo do tempo de tratamento. Para 3 dias de tratamento a fase
inflamatoria, uma regido avermelhada foi observada no local da ferida, com maior

intensidade no grupo controle, assim como a formagédo de uma crosta inicial foi
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observada em todos os grupos. Com 7 dias de tratamento a primeira crosta ja estava
desaparecendo e ja era possivel observar a contracédo da ferida em todos os grupos
experimentais. Nao houve sinal de infecgdo durante o tratamento em nenhum dos
grupos. Aos 14 dias de tratamento 0s grupos em que se utilizou as membranas
apresentaram caracteristicas semelhantes, com contracdo quase que completa da
ferida, sendo que o grupo controle, apresentava ainda alguns resquicios de crosta,
sendo ainda possivel observar o local da inciséo, diferentemente dos demais grupos.
Diferentemente dos nossos achados, o estudo de Batista, et al (2015) que
avaliou a atividade cicatrizante do extrato etandlico da casca do caule de L. divaricata
acrescido de gel de quitosana, observou que animais do grupo quitosana
apresentaram uma cicatrizacdo mais lenta, pois nestes, o exsudato persistiu até o 7°
dia de tratamento. O exsudato é normal durante as primeiras 48 a 72 horas, de modo
que, quando o exsudato persiste, ha uma desagregacao da crosta, podendo favorecer
o desenvolvimento de micro-organismos entre ela e o tecido de granulagao.

Ja Santos et al. (2016) ao analisar a cicatrizacdo de feridas utilizando spray
de quitosana, pode observar superioridade dos tratamentos a base de quitosana em
comparacao com o uso de solucéao fisiologica. Nesse estudo, a quitosana teve maior
efetividade nos quatro primeiros dias pés-operatério, corroborando com noSS0S
achados. Segundo o autor, o hidrogel de quitosana tem a capacidade de otimizar a
contracao e cicatrizagcao da ferida por atuar como um curativo oclusivo que possibilita
a permeabilidade de exsudatos.

A diminuicéo da &rea lesionada ocorreu devido ao mecanismo de contragéo e
do movimento centripeto dos limites da ferida em dire¢do ao centro da ferida, com o
objetivo de diminuir a area a ser recoberta pelo epitélio em proliferacdo, caracterizando
a cicatrizacdo por segunda intencao (Batista et al., 2015). Ao analisar o percentual de
contragcdo da ferida, conforme mostra a Figura 8, no dia 3 o grupo tratado com
membranas formadas por quitosana/glicerol/circuma apresentou maior reducéo da
ferida, chegando a quase 50%. Ja com 7 dias, tanto o grupo tratado com
guitosana/glicerol/carcuma quanto o grupo quitosana/glicerol apresentaram
percentual maior de contracdo da ferida em comparacdo com o0s demais grupos,
obtendo quase 90% de fechamento. Todos os grupos tratados apresentaram
melhores resultados do que o grupo controle ao final do tratamento com 14 dias.

Corroborando com nosso estudo, Gurgel et al. (2008) também observou melhores
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resultados nos grupos tratados com quitosana em comparac¢ao com 0s demais grupos.
E semelhantemente, com os melhores resultados vistos apés 3 dias.

Nossos achados de reparacédo tecidual utilizando ctircuma corroboram com
Grigolli e Poletti et al. (2010) que observaram significativa contracdo da ferida,
chegando a menos 1,5 cm no tamanho inicial, quando utilizaram tratamento baseado
com gel ndo-ionico contendo extrato glicélico da Curcuma longa L. a 3%. Corroboram
ainda com os achados de Ferreira et al. (2021) que avaliou o efeito terapéutico do uso
combinado de biomembrana de latex natural (BLN) contendo curcumina e LEDterapia
em portadores de pé diabético. Os resultados mostram que o grupo experimental que
fez o tratamento com LED associado a BLN contendo curcumina, apresentou uma
cicatrizacdo média de 70%, enquanto o0 outro grupo, que recebeu tratamento com LED
e BLN sem curcumina, o percentual de cicatrizacdo em média foi de 46%,
demonstrando a influéncia positiva da curcumina na reparacao tecidual.

Em outro estudo, Krausz et al. (2015), encapsularam curcumina em
nanoparticulas com poli-L-lisina e testaram seu potencial antimicrobiano in vitro e in
vivo em modelo animal de ferida nos ratos. A curcumina in natura tem baixa
estabilidade em meio aquoso, porém, possui inata capacidade antimicrobiana e
cicatrizante. Os autores afirmam que através de sua formulagdo em nanocapsulas foi
possivel obter melhor estabilidade. Através dos testes in vivo foi observado
favorecimento na proliferacdo de colageno, neovascularizacdo e reducdo do tempo de
cicatrizacdo. Estudos como o de Li et al. (2012), também comprovaram o potencial
cicatrizante da curcumina em associagdo com nanoformulagéo de quitosana. Nesse
estudo o fechamento da ferida no grupo controle foi de aproximadamente 62% no dia
3 do poés-ferimento, e de 80% no mesmo dia no grupo que utilizou o filme com a
guitosana associada a curcuma.

Na avaliagdo da formacdo crostosa no 3° e 7° dia, 0s grupos tratados
apresentaram formac&o moderada de crosta, enquanto o grupo controle apresentou
crostas com formacdo moderada a intensa (Figura 9). No 14° dia as crostas ja se
apresentavam ausentes em todas as feridas de todos os grupos. O grupo
guitosanal/glicerol30%/curcuma 1,5% foi o que apresentou melhor eficacia no
processo de reparo tecidual, apresentando moderada presenca de fibroblastos e
angiogénese no tecido de granulacédo ja no 3° dia, além de apenas um leve infiltrado

inflamatorio.
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A inflamacéo € uma fase importante da cicatrizacdo de feridas, muitas vezes
descrito como primeiro passo para uma reparacao ideal da pele, porém, respostas
inflamatorias ndo controladas podem levar a efeitos indesejaveis e subsequentemente
danos aos tecidos (AKBIK et al., 2014). Nossos resultados demonstraram uma acéo
anti-inflamatdéria importante da quitosana e da carcuma no 3° e 7° dia, com diminui¢cao
do numero de células inflamatorias progressivamente, sendo que 0 grupo
quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% apresentou os menores numeros de células
inflamatérias, corroborando com os achados de D’EMERY et al. (2020).

A angiogénese é fundamental para os processos de cura de tecidos, pois
auxilia no transporte de oxigénio e no transporte de células. Os fatores de crescimento
e outros mediadores estimulam as células endoteliais dos vasos intactos dentro das
margens da ferida, a migrarem para a area lesada, diferenciando-se para formar novos
capilares que brotam no lado externo dos vasos. Estes juntam-se aos capilares
originais e restauram o fluxo sanguineo (BALBINO et al., 2005). Foi possivel observar
a formacao de novos vasos em todos 0s grupos experimentais. Assim como no estudo
de Santos et al. (2016), no qual o parametro neovascularizacdo permaneceu
estatisticamente semelhante entre os trés grupos analisados, sendo eles: grupo
controle, grupo gel de quitosana 2% e grupo spray de quitosana.

Quanto a presenca de fibroblastos no tecido de granulacdo, foi possivel
observar que o grupo quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% apresentaram 0s
melhores resultados. Ja no 3° dia havia moderado quantidade, no 7° dia a presenca
de fibroblastos foi considerada moderado a intenso com maior deposicao de fibras de
colageno, que se intensificaram no 14° dia, com modificacdo na sua espessura.
Nossos achados corroboram com o estudo de LENG et al., (2020), bem como com o
de Song, et al., (2019), onde foi observado uma reepitelizacdo mais rapida da ferida
e um aparente aumento da deposicdo de colageno nos grupos tratados com
guitosana.

A quitosana, por meio da despolimerizacdo gradativa, libera N-acetil-B-D-
glucosamina, que estimula a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de acido
hialurdnico, além de contribuir na ordenacdo das fibras de colageno. Ademais,
evidencia-se o estimulo a producéo do fator de necrose tumoral a (TNF-a), que € um
importante regulador da matriz extracelular, pois inibe a sintese de proteases,
estimula a producdo de seus inibidores e, reforca a fibroplasia e a deposicao de
colageno (SANTOS, 2016)
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Durante o processo de reparacao tecidual, os fibroblastos participam
ativamente na formacédo do tecido de granulacéo, produzindo proteinas estruturais,
como colageno do tipo | e Il e elastina. A formacao das fibras de colageno puderam
ser observadas no 7° dia nos grupos quitosana/glicerol e quitosana/glicerol/carcuma,
sendo que no grupo controle e quitosana so foi possivel observar no 14° dia. Nossa
pesquisa corrobora com os achados de Silva et al. (2015) que analisou o processo de
reparo cicatricial de Ulceras bucais tratadas com oleoresina de curcuma e identificou
0 aumento nas fibras de colageno nos grupos tratados com curcuma.

A formacéo e deposicao do colageno configura etapa fundamental durante o
processo de reparo de feridas. O colageno é uma proteina fibrosa cuja sintese pelos
fibroblastos depende de oxigénio, hidroxilagdo da prolina e lisina, ferro, vitaminas A,
C e E, tiroxina, proteinas e zinco. E considerado a principal responsavel pela
sustentacao e forga ténsil da cicatriz (TAZIMA et al., 2008).

De forma geral, a utilizacdo da quitosana e da carcuma atuou favoravelmente
durante o processo de reparacéo de feridas induzidas cirurgicamente em ratos, sendo
gue a membrana que continha carcuma a mais eficaz para o tratamento, favorecendo
mais rapidamente o reparo. No entanto, mais estudos sdo necessarios para validar os
efeitos observados, utilizando inclusive diferentes concentragcbes do pigmento

curcuma e métodos quantitativos de analise dos testes in vivo.
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7 CONCLUSOES

Apesar de existir no mercado inUmeros itens destinados ao auxilio da reparacao
tecidual, estes ainda detém algumas desvantagens, dentre elas o alto custo. Neste
contexto, a quitosana e a curcuma surgem como materiais promissores, visto que
apresentam caracteristicas desejaveis para a composi¢do de materiais destinadas a
substituicdo temporéaria do tecido tegumentar. Ainda que diferentes formulagfes a
base de quitosana e/ou curcuma tenham sido testadas, pela primeira vez foi realizado
um estudo in vivo, para avaliar a efetividade da combinagao destes na cicatrizacao de
pele. Assim, membranas sustentaveis e homogéneas de quitosana, quitosana/glicerol
e quitosana/glicerol/curcuma foram produzidas e caracterizadas. As membranas, com
espessura variando de 40 a 55 + 10 um foram obtidas utilizando a técnica casting de
formacédo de filmes. A adicdo do glicerol nas membranas de quitosana levou ao
aumento na flexibilidade e na hidrofilicidade. Ja a adi¢do de curcuma levou a formacao
de membrana mais rigida (maior médulo de elasticidade) do que a membrana de
quitosana pura que, por sua vez, € mais rigida do que a membrana plastificada com
glicerol 30%. Porém, embora rigida, a membrana contendo cdrcuma possui grande
regido de deformacéo plastica, demonstrando maior elasticidade em compara¢do com
a membrana formada por quitosana pura.A maior hidrofilicidade observada nos
valores de angulo de contato das membranas contendo glicerol e curcuma, em
comparacao as membranas de quitosana pura, corroboram o visto no momento na
aplicacado das membranas nos animais, onde foi percebido maior adesédo ao ferimento
das membranas mais hidrofilicas. Nos experimentos in vivo, ndo foi observado
nenhum sinal de rejei¢cdo ao curativo. Os resultados das analises microscopicas e
morfométricas indicam que o grupo tratado com a membrana composta por
guitosanal/glicerol/curcuma mostrou os melhores resultados, com maior contracédo da
ferida ja no terceiro dia, reducédo progressiva e significativa do numero de células
inflamatorias, aumento no nimero de fibroblastos e na formacéo de novos vasos, e
na deposicdo e modificagdo de coladgeno, fatores esses que contribuiram para a
reparacdo da lesdo de forma mais rapida. Tal caracteristica € importante visando o
desenvolvimento de curativos. A realizacédo de novos estudos é imprescindivel para o
melhor entendimento das respostas obtidas com o uso de tal material, como também
para o desenvolvimento de outros produtos confeccionados a partir da quitosana e da

curcuma com a finalidade de reparacéo de feridas.
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