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RESUMO

A terapia fotodindmica potencializa a acdo antimicrobiana dos curativos
diminuindo o tempo de tratamento das feridas. Portanto, o uso de curativos que utilizam a
terapia fotodindmica para o tratamento de feridas representa um grande beneficio. A presente
Tese de Doutorado tem como objetivo principal desenvolver biomembranas contendo
antimicrobianos que potencializam sua acéo através da terapia fotodindmica. A biomembrana
desenvolvida é constituida do biopolimero quitosana (Qui) e 0s agentes antimicrobianos
curcumina (C) e o complexo curcumina boro (BC). Para aumentar a biodisponibilidade da
curcumina na ferida foi preparado um conjugado com o dendrimero de poliglicerol (PGLD).
Portanto, as biomembranas preparadas foram Qui-PGLDC e Qui-PGLDBC. Estas
biomembranas foram caracterizadas por técnicas espectroscopicas, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); térmicas, analise termogravimétrica
(TGA); estruturais, difracdo de raios-X (DRX); morfolégicas, microscopia eletrénica de
varredura e, por microscopia de flurescéncia. O FTIR mostrou a incorporagdo dos conjugados
PGLDC e PGLDBC na matriz de quitosana. As biomembranas apresentam menor estabilidade
térmica se comparada a quitosana. O difratograma da biomembrana mostra o padrédo da raios X
da matriz polimérica. O MEV dos filmes mostrou uma boa disperséo do conjugado na matriz
polimérica. A microscopia de florescéncia mostrou que ambos os conjugados podem ser usados
na terapia fotodindmica. Também, por meio da espectroscopia UV-vis, foi realizado o estudo
da cinética de liberacdo de ambos os conjugados em diferentes pH (2,0 e 7,4) a duas
temperaturas 37°C e 40°C. Os dados cinéticos foram ajustados a ordem zero, primeira ordem,
Korsmeyer-Peppas e Higuchi. De maneira geral o melhor ajuste encontrado foi ao modelo
Korsmeyer-Peppas, permitindo obter informagéo da difusdo. O sistema Qui-PGLDBC mostrou
comportamento Fickiano a 40°C, em ambos pHs estudados. A constante de velocidade da
difusdo kkp foi maior a 40°C. O estudo microbioldgico revelou que ambos conjugados
apresentam agédo antimicrobiana contra a S. aureus, sendo esta atividade potencializada pela
acao do Laser.
Palavras Chaves: quitosana, curcumina, dendrimero de poliglecerol, antimicrobianos,

terapia fotodindmica, cinética de liberacdo.



Abstract

Photodynamic therapy enhances the antimicrobial action of dressings, delaying the time
required for wound healing. Therefore, dressings are used with photodynamic therapy for
wound treatment with a great benefit. The main objective of this Doctoral Thesis is to develop
biomembranes containing antimicrobials that enhance their action through photodynamic
therapy. The developed biomembrane consists of the chitosan biopolymer (Qui) and the
antimicrobial agent’s curcumin (C) and the curcumin boron complex (BC). To increase the
bioavailability of curcumin in the wound, a conjugate with the polyglycerol dendrimer (PGLD)
was prepared. Therefore, the prepared biomembranes were Qui-PGLDC and Qui-PGLDBC.
These biomembranes were characterized by spectroscopic techniques, Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR); thermal, thermogravimetric analysis (TGA); structural, X-ray
diffraction (XRD); morphological, scanning electron microscopy and fluorescence microscopy.
FTIR showed the incorporation of the PGLDC and PGLDBC conjugates in the chitosan matrix.
Biomembranes have lower thermal stability when compared to chitosan. The diffractogram of
the biomembrane shows the X-ray pattern of the polymer matrix. SEM of the films showed a
good dispersion of the conjugate in the polymer matrix. Fluorescent microscopy showed that
both conjugates can be used in photodynamic therapy. UV-vis spectroscopy also was used to
study the release kinetics of both conjugates were studied at different pH (2.0 and 7.4) at two
temperatures 37°C and 40°C. Kinetic data were fitted to zero order, first order, Korsmeyer-
Peppas and Higuchi. In general, the best fit found was to Korsmeyer-Peppas model, allowing
to obtain information about diffusion process. The Qui-PGLDBC system showed Fickian
behavior at 40°C, at both pHs. The highest diffusion rate constant kxp was found at 40°C. The
microbiological study revealed that both conjugates have antimicrobial action against S. aureus,

this activity being enhanced by the action of the Laser.

Key Words: chitosan, curcumin, polyglecerol dendrimer, antimicrobials, photodynamic

therapy, release kinetics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Principais locais para o aparecimento de lesdes por pressao. ...........ccccueunee. 17

Figura 2 Representacdo da estrutura quimica da quitosana ((n) nimero de mondmeros)

.................................................................................................................................................. 19
Figura 3 Representacdo da estrutura quimica do dendrimero G3...........ccooevcereenennns 21
Figura 4 Estrutura quimica da CUrCUMING. .........cceeiveiieiieie e 23
Figura 5 Representacdo da Terapia FOtodinAMICa..........c.cccveveiiieiiere e 27
Figura 6 Perfis plasmaticos em diferentes sistemas de liberagdo............cccccvevvvrvennnns 30

Figura 7 Ciclo de liberacdo dos farmacos em um sistema matricial inertes ou
0] T0 0] 0] o] [0 1SRRI 32

Figura 8 AlteracGes observadas nos sistemas matriciais hidrofilicos que intumescem e

0] =] 0 =] (07 Lo TSP PRI 34
Figura 9 Demonstragdo da utilizagdo do laser frente as amostras. ..........c.ccoeevvrvrnennne 40
Figura 10 Representacdo do preparo para o estudo de liberagao............ccccvvvrvrvrnnnne. 42
Figura 11 TGA e DTGA comparativo PGLD, CC e Conjugado PGLDC................... 44
Figura 12 DTGA e TGA comparativo dos conjugados PGLDC e PGLDBC ............. 46
Figura 13 TGA comparativo do dendrimero PGLD, da quitosana e dos filmes

conjugados de QUI-PGLDC e QUI-PGLDBC..........ccccoiiiiiiiieiieie et 46
Figura 14 DTGA comparativo do dendrimero PGLD da quitosana e dos filmes

conjugados de QUI-PGLDC e QUI-PGLDBC...........ccccoiieiiiicieee e 47
Figura 15 Espectros FTIR de PGLD, CC e, conjugado PGLDC..........c..ccceecvevveivennnnn 49
Figura 16 Espectro FTIR do conjugado PGLDBC...........cccccooiiiiiiiencc e 51
Figura 17 Espectro FTIR comparativo dos filmes de QUI e Qui-PGLDC e Qui-

PGLDBC ...ttt ettt ettt et R et R Rt be bt te bt e e nenns 52
Figura 18 Espectro FTIR Normalizado comparando a banda de vibracao hidroxila dos

filmes de QUI e Qui-PGLDC € QUI-PGLDBC .......ccocooi i 54
Figura 19 DRX da curcumina e 0 filme QUI-PGLDC ...........ccccoiiiiiiiiiiniieiene 55
Figura 20 Micrografias das superficies dos filmes (a) Quitosana, (b) Qui-PGLD (c)

QUIEPGLDC ...ttt ettt ettt e b et et ne et st erennens 57

Figura 21 Micrografia de Fluorescéncia 20x (foco objetivo) do filme QUI-PGLD....58
Figura 22 Micrografia de Fluorescéncia 63x4 (objetivo x ampliacdo) do conjugado



Figura 23 Micrografia de Fluorescéncia 63x4 (objetivo x ampliacdo) do conjugado

PGLDBC ... ittt etttk bbb ettt R Rt eeRe bt n bt neere e 60
Figura 24 Estudo de liberagdo dos conjugados PGLDBC e PGLDC em pH=2,0 e
0L B U A SRS 61
Figura 25 Estudo de liberacdo dos conjugados PGLDBC e PGLDC em pH=2,0 e
PHZT7,4 8 A0°C ...ttt ettt n ettt e bttt ettt s 62
Figura 26 Estudo de liberagdo do conjugado PGLDBC em 37°C e 40°C a pH=2,0...63
Figura 27 Estudo de liberagdo do conjugado PGLDC em 37°C e 40°C a pH=2,0 .....63

Figura 28 Estudo de liberacdo do conjugado PGLDBC em 37°C e 40°C a pH=7,4...64
Figura 29 Estudo de liberagcdo do conjugado PGLDC em 37°C e 40°CapH=7,4 ....64

Figura 30 Ajuste dos dados CiNéticoS & Ordem ZEr0 ...........ccovervrveereerinieiineesesenns 65
Figura 31 Ajuste dos dados cinéticos a primeira ordem...........cccoeevreerneiinccnesnennn, 66
Figura 32 Ajuste dos dados cinéticos a Korsmeyer-Peppas..........ccccvevveveeieeieseennnas 67

Figura 33 Ajuste dos dados Cinéticos a HIQUChI............cccvveieiieiicie e 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Caracteristicas da analise térmica, retirada das curvas TGA e DTGA da Figura
10, FESPECLIVAMENTE. ......ueiiiieie ettt et e st e et e e se e s te et e sseesaeeseesreesteeneesneenaes 44

Tabela 2 Atribuicéo das principais bandas de vibragdo observadas nos espectros FTIR

B FIGUIA 14 ...t e b bbbttt e bbbttt 50
Tabela 3 Atribuigéo das principais bandas de vibracdo observadas no espectro FTIR da
10 U OSSPSR 51
Tabela 4 Atribuicéo das principais bandas de vibracdo observadas no espectro FTIR da
0 U] = T TSRS P PR PURTUPURPRPRIN 53
Tabela 5 Dados cinético do ajuste dos dados a ordem zero.........ccccceeeeveeveeceesreennenn, 66
Tabela 6 Dados cinético do ajuste dos dados a primeira ordem............ccccceeevevveennenn. 66
Tabela 7 Dados cinético do ajuste dos dados a Korsmeyer-Peppas ..........ccccceveveennenn. 67
Tabela 8 Dados cinético do ajuste dos dados a cinética de Higuchi.............cc.cccoc....... 68
Tabela 9 Constante de velocidade Korsmeyer-Peppas...........coovevevererenenenesenieennns 69
Tabela 10 dados dos halos inibitérios do complexo PGLDC............ccccccovevieiveiieennenn, 71
Tabela 11 Halo inibitOrio SEmM IaSer. .......ccccviiiirieiiie e 72

Tabela 12 Halo inibitorio com laser diferentes tempos ..........oovvvererereneniseseseenens 72



LISTA DE SIGLAS

C Curcumina

QUI - PGLDC Filme contendo quitosana, poliglicerol e curcumina

QUI Quitosana

QUI- PGLDBC Filme contendo quitosana, poliglicerol, boro e curcumina
PGLDB material contendo poliglicerol e boro

PGLDC material contendo poliglicerol e curcumina

PGLD Poliglicerol

FTIR espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
TGA Analise Termogravimétrica

DRX difracédo de raios-X

MEV microscopia eletrnica de varredura

MF  microscopia de fluorescéncia



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt n st en st nens 12
2 OBJIETIVO. ...ttt ettt ettt ettt et et e s e b et et n et et eerenrens 15
0 1 - | OSSPSR 15
2.2 ESPECITICOS ...ttt b ettt bttt ren e 15
3 REFERENCIAL TEORICO .....cooviiciceeeeee et ses st 16
3.1 LLESAO POF PIESSAD ..e.vvieivieuiieiiieisteesteeeteestteabeeste e e taesseeabeeabseebeessbeebeeasbeebeesnseeaeeanaeenneeas 16
3.2 Biomateriais para aplicactes DIomediCas..........cccoveveiieiieii i 18
3.3 Biomembranas no tratamento de feridas..........cocoveiiiiiiiiiineeee 25
3.4 Terapia FOtOAINAMICA .......oiiiieeii ettt sb e b ste e e 26
3.5 Sistemas de LIDEIraGa0 ..........ccvoviiiiii e 28
3.5.1 Mecanismo de Liberacédo Controlada em Sistemas Matriciais Poliméricos. ........... 31
A METODOLOGIA . ... e e e et e e st e e sbe e e anteeesnneeennneeens 35
O Y U] T U PSPPSR 35
4.2 Metodologia: Descrigao € FUNAmMENTOS..........ccocviiriiiiiiieseeeee e 36

4.2.1 Sintese do Conjugado de Dendrimero de Poliglicerol (PGLD) com complexo de
Boro-Curcumina (PGLDBC) e Dendrimero de Poliglicerol com curcumina (PGLDC) .36

4.2.2 Preparacdo da membrana de Quitosana com PGLDBC e PGLDC ..............cccueu.... 36
4.2.3 Caracterizagd0 FiSICO-QUIMICA .......coiviirieiiirieieese et 37
4.2.3.1 Caracterizacdo por Termogravimetria (TG) ......cccocvvevveieiie i 37

4.2.3.2 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

FOUNIEE (FTTR) ottt bbbt 37
4.2.3.3 Caracterizagao por Difrag8o de RAI0S-X........cccoiiiiiiiiiiiiieieieeesese e 38
4.2.3.4 Caracterizacdo da Morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

e Microscopia de FIUOIESCENCIA..........cueiuieieiiecii et 38
4.2.4 Estudo da atividade antimicrobiana in vitro das Biomembranas .............cc.cccvene... 39
4.2.5 EStudo de [IDEragao 1N VITIO.........ooueiiiiiiiiisesieeee e 41
4.2.5.1 Estudo da Liberacdo da Curcumina nas biomembranas.............cccccceveveiveinennenn, 41
4.2.5.2 Curva de calibracao para estudo da liberac¢ao “in vitro” das Biomembranas .....41
4.2.5.3 Estudo da Liberagédo da Curcumina presentes nas biomembranas....................... 41

5 DISCUSSAO E RESULTADOS.......oooeieieieieteeieeeeeeessse s sen s ssassse s s 43



5.1 Caracterizagao FiSICO-QUIMICA .......ceiiiiiiieiiieieie et enes 43
5.1.1 Analises Térmicas - Caracterizacdo por Termogravimetria (TGA).........cccccevvennenn. 43

5.1.2 Caracterizacéo por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

0T U L 1= (I ) PRSPPI PSRRI 48
5.1.3 Caracterizagdo por Difragio de RaI0S-X.......cccccereiiiiiiiiniiisieeese s 54
5.1.4 Caracterizacdo por microscopia eletrénica de varredura (MEV) Microscopia de
FIUOTESCENCIA (IMIF) ...ttt te et e s s e ae e s e sreenteeneesneenre s 56
5.2 Estudo de Liberacio “in VItro” ............ccccoiiiiiiiiiiiiiiie e 60
5.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana in vitro da Curcumina e do PGLDBC e
PGLDC ...t bbb et R et R e Rttt ettt e bt e tenrs 70
8 CONCLUSAO ...ttt 73



12

1 INTRODUCAO

Segundo os dados apontados em 2018 pela Projecéo da Populagéo do IBGE, a populagdo
idosa tende a crescer no Brasil nas proximas décadas. Em 2043, de acordo com a pesquisa, um
quarto da populacdo devera ter mais de 60 anos, e 16,3% de jovens de até 14 anos. Para a
demdgrafa do IBGE, em 2047 a populacdo ficara estavel, assim contribuindo para o processo
de envelhecimento populacional, onde a faixa etaria dos mais velhos predomina em uma
propor¢do maior comparada a faixa etaria dos mais jovens da populagéo [1].

Dessa forma, o desafio do Brasil para o século XXI é oferecer suporte de qualidade de
vida para os idosos uma vez que prevalece em sua grande maioria uma populagdo carente
quanto ao nivel socioecondmico e com prevaléncia de doencas cronicas e incapacitantes. Essas
caracteristicas exercem impacto direto nos servicos de salde brasileiro, 0 que torna necessario
0 desenvolvimento de tecnologias e produtos que promovam a qualidade de vida dos idosos
[2].

Uma projecéo dos gastos ambulatorial e hospitalar do SUS entre 2010 e 2030, realizados
pelo Instituto de Estudos de Saude Suplementar (IESS). Os gastos ambulatoriais sofrerdo
reducdo de 44,2% com o0s mais jovens de até 14 anos, contraditoria a parcela do gasto relativo
aos idosos, na qual era de 31,2% em 2010, e em 2030 atingira 42,8%, um crescimento de 36,8%
no intervalo dos anos. Com relacgdo &s internacgdes, cairam os gastos de 17,5% para 10,9% com
criancas e adolescentes, porém com 0s idosos terdo sua parcela do gasto aumentada de 28,5%
para 41,9% [3]. Um agravante do processo de internacdo do idoso estd na restricdo de sua
mobilidade, levando ao desenvolvimento de Glceras de pressao (UP) e, geralmente o 6bito do
paciente devido ao desenvolvimento de processos infecciosos graves [4].

A vista do exposto, as universidades e centros de pesquisa no Brasil ainda nio oferecem
resposta adequada quanto ao desenvolvimento de produtos desenvolvidos especialmente para
o0 idoso com mobilidade restringida; em especifico o oferecimento de materiais e tecnologias
acessiveis para a populacao de baixa renda. Diante disto, justifica-se a producéo sustentavel de
materiais para o tratamento de UP em idosos com mobilidade restringida, particularmente o
desenvolvimento de curativos antimicrobianos para o tratamento de feridas [5], [6], [7].

As feridas sdo caracterizadas por lesdes, ou seja, interrupcdo da continuidade de um
tecido corpdreo, em maior ou em menor extensdo, causada por traumas fisico, quimico ou
mecanico. As feridas crénicas em idosos podem ser a manifestagdo de doencas como diabetes

mellitus e hipertensdo arterial sistémica, visto que complica¢Ges vasculares neste grupo de



13

patologias, sdo as mais frequentes, comprometendo o processo natural de cicatrizagdo. A
infeccdo bacteriana € uma das maiores dificuldades encontradas no tratamento dessas feridas,
podendo conduzir a muitas complicagdes [5], [6], [7]

A quitosana (poli-1,4-D-glucosamina) tem sido uns dos biopolimeros naturais
empregados para a producdo de curativos no tratamento de lesGes de pele, pelo seu potencial
na cicatrizacdo de feridas, apresentando atividade antimicrobiana, além das propriedades como
biodegradabilidade e biocompatibilidade ao tecido humano, biologicamente renovavel, ndo
toxico, propriedades benéficas, na aplicacdo em engenharia de tecidos [8], [9], [10]. A quitosana
é um polissacarideo composto por unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina ligadas por
ligagdes B (1-4) glicosidicas derivadas da quitina por desacetilagdo alcalina [11].

A incorporacado de agentes antibacterianos ao biopolimero de quitosana (QUI) visando o
desenvolvimento de curativos com amplo espectro de acdo tem sido uma alternativa no
tratamento de feridas infectadas [6]. Como anteriormente descrito, um curativo exerce a fungéo
de cobrir e proteger a ferida de microrganismos e infec¢bes indesejaveis, com alto grau de
intumescimento e, portanto, capaz de remover o exsudato e favorecer o processo de cicatrizacdo
através da incluséo de ativos antimicrobianos, promovendo liberacao sustentada por periodo de
tempo prolongado e liberando o ativo gradualmente. Finalmente, um curativo eficaz é aquele
gue permite a retirada do mesmo sem causar danos na ferida [5], [7].

A vantagem de se utilizar a quitosana como curativo € a potencializacdo pela
incorporacéo de produtos bioativos que quando liberados de maneira controlada diretamente na
ferida promovem a réapida cicatrizacdo [10]. Entre esses produtos, encontram-se a curcumina,
pigmento amarelo obtido a partir dos rizomas de Curcuma longa Linn (Zingiberaceae). A
curcumina apresenta propriedades antimicrobianas e, portanto tem sido estudada como curativo
de lesBes mostrando elevada eficiéncia no tratamento da ferida [12], [13].

Os corantes e pigmentos sdo caracterizados pela sua habilidade de absorver luz visivel.
Sendo a curcumina um pigmento, é uma substancia passivel de ser fotoativada e, portanto, de
ser usada enquanto fotossensibilizador em terapia fotodindmica (TFD). A técnica TFD ¢é
definida como uma reacéo fotoquimica utilizada para causar destruicdo seletiva de um tecido.
Esta técnica parte do principio de que a interacdo de luz de comprimento de onda especifico
com um composto ndo-téxico (fotossensibilizador) e oxigénio, resulta em espécies reativas
capazes de induzir a inviabilizacdo de células [14], [15]. Um fator de importancia para a TFD
é a fonte de luz, que atuaré sobre o agente fotossensibilizador, iniciando o processo de excitacao
de elétrons. O advento do laser representa um avango na técnica, por apresentar um baixo

componente térmico e uma pequena largura de banda espectral, configurando-se em uma luz
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monocromatica além de ser possivel regular a sua poténcia [16].

A TFD é um processo de baixo custo, com efeito antimicrobiano de amplo espectro,
seguro para o tecido do hospedeiro e pode chegar a locais inacessiveis, além da vantagem de
morte microbiana rapida, ndo sendo necessaria a manutengdo do fotossensibilizador em altas
concentracOes na area infectada por tempo prolongado [16].

A tendéncia de pesquisas futuras na TFD insere-se no desenvolvimento de novos
sensibilizadores, como maior seletividade frente as células e ou tecidos alvo. Neste contexto, a
curcumina tem um potencial como fotossensibilizador, pois apresenta um pico de absorgédo
bastante amplo na faixa de 300 a 500 nm e ndo mostra efeito toxico, que o torna um candidato
adequado como um agente fotossensibilizador[16].

Finalmente, destacamos que a presente tese tem como proposta de pesquisa 0
desenvolvimento de um curativo com uso de terapia TFD, baseado na incorporacdo dos
conjugados dendrimero de poliglicerol/boro-curcumina (PGLDBC) e dendrimero de
poliglicerol/curcumina (PGLDC) na matriz do biopolimero de quitosana (QUI), formando
assim as misturas poliméricas QUI-PGLDBC e QUI-PGLDC, chamadas de biomembranas. As
biomembranas QUI-PGLDBC e QUI-PGLDC, apresentardo a caracteristica que poderéo torna-
las altamente eficientes no tratamento de feridas devido a aplicacdo da terapia FTD. Ao
combinar as propriedades da quitosana com as propriedades antimicrobianas dos principios
ativos, curcumina e curcumina:bora, que sdo capazes de induzir fotossensibilidade localizada e
seletiva na area cutanea a ser tratada, sugere-se que a cicatrizagcdo ocorra mais rapidamente e

com menos efeitos colaterais.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Desenvolver uma biomembrana que use a terapia fotodindmica (TFD), para tratamento de
feridas cronicas especialmente na populacéo idosa. O curativo a ser desenvolvido é baseado no
biopolimero quitosana (QUI) contendo os conjugados dendrimero de poliglicerol/boro-
curcumina (PGLDBC) e dendrimero de poliglicerol/curcumina (PGLDC), como agente

antimicrobiano e fotossensibilizador.
2.2 Especificos

¢ Sintetizar o conjugado dendrimero de poliglicerol/curcumina (PGLDC).
e Desenvolver as biomembranas QUI-PGLDBC e QUI-PGLDC

e Caracterizar materiais livres, os conjugados e biomembranas QUI-PGLDBC e QUI-
PGLDC por anélise infravermelho por transformada de Fourier (FTIR); analise
termogravimétrica — TGA, difracdo de raios-X (DRX) e microscopia eletronica de
varredura (MEV) e microscopia de fluorescéncia (MF).

e Realizar o estudo da cinética de liberagao controlada “in vitro” das biomembranas QUI-
PGLDBC e QUI-PGLDC

e Realizar o estudo microbiol6égico com uso da terapia fotodindmica nos conjugados
PGLDBC e PGLDC.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Leséo por pressao

Um 6rgéo essencial para o corpo humano é a pele, que protege os demais 6rgaos de
danos externos como agentes do meio ambiente (bactérias ou virus) e é responsavel por funcdes
fundamentais como a regulacédo térmica e funcdes sensoriais. Porém para manter intato é algo
critico, pois ocorréncia de danos neste orgdo podem comprometer infeccbes graves,
impossibilita tratamento em andamento, inclusive complicagdes que correm risco de vida. O
desempenho de cicatrizacdo de les6es tem chamado a aten¢ao, especialmente no caso de feridas
que tenham dificuldade devido a diabetes ou infecgGes. As fases de cicatrizagdo sao
basicamente: coagulacdo, inflamacgéo, migracéo, proliferacédo e regeneracéo de tecidos [17].

Visto que as feridas apresentam um processo de desenvolvimento gradual, onde o
desempenho de cicatrizacdo é interrompido, em raz&o do baixo fluxo sanguineo, presséo local
continua, diabetes ou outros fatores que afetam a cicatrizagdo, esta tem se tornando um grave
problema de salude. O elevado nimero de pessoas com Ulceras contribui para onerar 0 gasto
publico, além de interferir na qualidade de vida da populacdo. Milhdes de pessoas apresentam
feridas nos Estados Unidos, e bilhdes por ano séo utilizados para fins de tratamento na pele com
propdsito de obter a cura da ferida. Apesar disso, muitos tratamentos sdo incapazes e de alto
custo, além de causar efeitos colaterais, sendo de extrema importancia descobertas de novos
curativos [17].

LesBes por pressdo, anteriormente conhecidas como escaras, decubitos, Ulceras de
pressdo, terminologia discutida e atualizada, afim de ressaltar que as lesdes podem estar
presentes mesmo quando a pele esta intacta[2]. Tem como definicdo uma leséo localizada na
pele e/ou no tecido subjacente, normalmente sobre relevo a estrutura 0ssea, ocasionada da
pressdo prolongada ou pressdo em combinacdo com cisalhamento e friccdo, observada
continuamente em paciente imével hospitalizado conforme demonstrado na Figura 1. Situacdes
em que as lesdes apresentam infeccdo, complicacdes comuns associadas ao aumento do risco

de amputacdo do local [19], [20].
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Figura 1 Principais locais para o aparecimento de lesdes por presséo.
Fonte: [21]

Dispositivos medicos sdo materiais essenciais para cuidados dos pacientes em
ambientes hospitalares, alguns como: cateteres, mascaras de oxigénio, colares cervicais, tubos
/ lagos de traqueostomia, meias de compressdo, sdo utilizados nos demais ambiente hospitalar.
Entretanto, as lesGes por pressdo ocasionadas por estes dispositivos sdo um fendmeno clinico
gue merece a atencao dos profissionais de salde. Para agregar a conscientizacdo das lesdes
causadas por dispositivos, o National Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP) tem sido
fundamental, expds em 2016, uma les&o por presséo relacionada a um determinado dispositivo
como decorrente do uso de dispositivos projetados e aplicados para fins diagndsticos ou
terapéuticos, na qual podem ocorrer na mucosa ou na pele [22].

O processo de cicatrizacdo das lesdes envolve uma cadeia de respostas fisiologicas
complexas e dindmicas, a qual podem ser auxiliadas por varias citocinas, fatores de crescimento
(GFs), horménios e outros tipos de células. Diante disto, continua sendo um grande desafio
clinico a cicatrizacdo das lesdes, havendo a necessidade de curativos de biomateriais. Na qual
varios estudos demonstram resultados como uma barreira para proteger a pele lesionada, além
de manter um ambiente umido por hidrogéis; afim de promover o reparo e 0 processo de
regeneracgéo da lesdo[23].

As Ulceras cronicas costumam apresentar inflamacéo crénica, muitas vezes exacerbada
pela contaminacdo microbiana. Diante disto, a terapia fotodinamica (TFD) tende a melhorar o
processo de cicatrizacdo, levando a alteracdo dos processos fisioldgicos nas feridas cronicas,
atuando em diferentes estagios do processo de cicatrizagdo e acelera a cicatrizacdo geral do
tecido[17]. Visto que as terapias classicas para areas infectadas sdo de alto custo e ineficazes e,
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considerando a crescente resisténcia aos antibioéticos, a TFD antimicrobiana vem sendo uma
alternativa, particularmente para infec¢Ges superficiais em que o contato com a luz é facilitado
[5].

Incontaveis buscas comecaram a analisar a TFD contra microrganismos (MOs), e
sugeriram essa terapia em casos de resisténcia microbiana ou em associagdo com 0s ativos
resistentes ao microrganismo. A inativacdo fotodindmica de microrganismos também é
conhecida como Quimioterapia Antimicrobiana Fotodindmica (PACT) ou Inativacao
Fotodindmica (PDI). Uma vez que o espécies reativas de oxigénio (ROS) pode reagir com alvos
nado especificos, o PDI traz varias vantagens sobre os antibiéticos e antifungicos convencionais,
por exemplo, poucos efeitos colaterais indesejados e pouca probabilidade de promover o

desenvolvimento de resisténcia por microrganismos [24].

3.2 Biomateriais para aplicacdes biomédicas

A ampliacdo ocorrida nos ultimos anos em relacdo as aplicagGes farmacéuticas e
biomédicas apresentou um aumento na modificacdo em muitas doencas com relacdo aos
biomateriais. Entre os biomateriais desenvolvidos, o0s hidrogéis tém sido considerados
promissores para aplicacdes biomédicas e tém chamado atencdo nos ultimos anos. Os hidrogéis
apresentam boa biocompatibilidade, propriedades de absorcdo e retencdo de agua pela
combinacao de um fotossensibilizador (PS) e outros polipeptideos para aplicacdes terapéuticas
[23].

Os hidrogéis sao reticulados quimicamente entre redes ou cadeias poliméricas por meio
de irradiacdo de energia, resultante da irradiacdo de laser prolongada. O hidrogel é formulado
com base na natureza funcional dos biomateriais para o processo de cicatrizacao de feridas.
Portanto, maior atencdo tem sido dada a uma combinacdo de TFD com materiais de hidrogel
COmMO uma opgao promissora para a cicatrizacdo de feridas para superar suas limitagoes [23].

Um hidrogel polimérico que tem se destacado para compositos com finalidade clinica é
a quitosana (Figura 2). Um polissacaridio catiénico com protonacdo do grupo amino(NH ")
de ocorréncia natural. Devido demonstrar grupos amino livres a quitosana tem a capacidade de
reagir com varias moléculas, marcando o biopolimero com maior disponibilidade. E produzida
através da  desacetilacdo da quitina, polimero natural que se destaca para utilizacdo na
reparacao da pele. Empregada como agente gelificante, matrizes adesivas, curativos, hidrogeis,
membranas e adesivos em sistemas de entrega transdérmica. Alguns estudos relataram a

aplicacdo da quitosana e seus derivados, com bons resultados na cicatrizagdo de feridas, e
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caracterizaram a atividade antimicrobiana, apresentando bons efeitos na inibicdo do

crescimento de bacteérias, fungos e leveduras [25], [26].

CH,0H

HO 0 v

g NH2 CH,OH

— -Nn
Figura 2 Representa¢do da estrutura quimica da quitosana ((n) nimero de monémeros)

Uma nanoparticula de curcumina desenvolvida com compostos tripoliméricos tem por
finalidade serem aplicados como um dispositivo de entrega para a cicatrizacdo de feridas. As
presentes nanoparticulas compostas foram preparadas com trés polimeros biocompativeis de
quitosana, acido poli-d-glutamico e plurénico atraves de gelificagdo idnica simples. Plurdnico
foi usado para aumentar a solubilidade da curcumina em nanoparticulas de quitosana / acido
poli 8-glutdmico. Esta membrana tem por finalidade diminuir a inflamacdo e infecgdo
bacteriana durante a regeneracdo, demonstrando atraves de ensaio in vitro a liberacdo de
curcumina em um modelo de tecido de pele simulado e promovendo a regeneracdo do
neocolageno e reconstrucao de tecidos[8].

Apesar da clorexidina (CLX) apresentar atividade antimicrobiana sua aplicacdo no
tratamento de lesdo é limitada devido a sua citotoxicidade para fibroblastos humanos. Diante
da necessidade de um sistema de liberacdo, capaz de liberar CLX de forma localizada e
prolongada, a fim de garantir atividade antimicrobiana com citotoxica reduzida, o presente
trabalho preparou e caracterizou filmes compostos de quitosana / montmorilonita contendo
CLX, capazes de oferecer uma liberacdo prolongada de CLX. Foram investigadas as atividades
antimicrobianas e a citotoxicidade dos filmes. Todos os filmes preparados mostraram boas
atividades antimicrobianas e antibiofilme. N&o alegou citotoxicidade no filme contendo
MONT-CLX na concentracdo de 1% de CLX. Esses resultados confirmam o uso potencial de
filmes de quitosana contendo MONT-CLX como um potencial material de curativo para
prevenir a colonizacdo microbiana em feridas [25].

Foi possivel acompanhar inovagdes que geraram impacto na sintese de polimeros e
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avangos no design de produtos quimicos biodegradaveis no século 20. Eventos que possibilitam
a sintese de macromoléculas com mdltiplas composicdes e novas arquiteturas cuja as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas sdo Unicas. Os polimeros sintéticos podem ser
divididos em quatro categorias arquitetdnicas principais: estruturas lineares, reticuladas,
ramificadas e dendriticas. Os trés primeiros foram examinados grandemente anos anteriores. O
quarto compreende os dendrimeros inspirados na natureza, desenvolvidos atualmente, sdo
macromoléculas altamente ramificadas e nanoesféricas, sendo um exemplo proeminente de
revolucdo do nano-polimero [27].

O conhecimento dos dendrimeros obteve um crescimento brusco dentro da quimica
moderna devido apresentar uma das areas mais fascinantes. Sua sintese surgiu atraves de Vogtle
e colaboradores em 1978, entretanto teve seguimento no inicio dos anos 1980 por Tomalia et
al. em que os dendrimeros sdo estruturas diferentes das existentes de polimeros lineares tipicos,
onde sua forma é precisa e controlada, conferindo-lhes pesos moleculares ajustaveis e
previsiveis, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Somente anos depois no inicio da década
de 1990 o potencial generalizado dessas estruturas ramificadas comecou a ser apreciado,
atendendo muitas possibilidades, e exploragdo em uma variedade de aplicacdes médicas [27],
[28].

Os dendrimeros sdo um grupo de macromoléculas com caracteristicas estruturais
altamente ramificadas de grande regularidade (Figura 3), uma forma compacta, um grande
namero de grupos terminais (reativos) e espaco entre os ramos para a absor¢cdo de moléculas
hospedeiras. Sua terminologia vinda do grego (' dendron’, que significa arvore ou ramo, e
"meros ', que significa parte), apresentam nobre nimero de grupos terminais, que muitas vezes
sdo reativos, caracterizados por forma compacta e a possibilidade de absorver moléculas
hospedes entre os ramos. Por apresentar estrutura Gnica, o dendrimero tem uma ampla aplicacdo

de novos materiais funcionais [28], [29].
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Figura 3 Representagdo da estrutura quimica do dendrimero G3.

O dendrimero (Figura 3) obtém uma molécula altamente ramificada, onde contém trés
areas na qual uma quimica fascinante pode ocorrer. A primeira area, o nicleo encapsulado,
pode abrigar espécies quimicas que apresentam propriedades diferenciadas devido ao
microambiente especial criado em torno delas pela ramificacdo dendritica. A segunda area, € 0
santuério sob medida criado dentro dos vazios dos ramos flexiveis. Finalmente, a terceira area
de um dendrimero, sua superficie multivalente, pode acomodar um grande nimero de
funcionalidades que interagem com o volume, definindo assim as propriedades macroscépicas
do dendrimero [28].

Os dendrimeros sdo os principais alvos para estudo na &rea da biomedicina na qual
demonstra ser de grande utilidade tanto no diagndstico quanto na terapia, devido a sua
capacidade de melhorar a solubilidade, absorcéo, biodisponibilidade e distribuicéo direcionada.
Uma das caracteristicas na qual limita é a citotoxicidade molecular especialmente para
dendrimeros catiénicos e de alta geracdo, entretanto estudos antineoplasicos de dendrimeros
foram amplamente desenvolvidos, e varios tipos mostraram uma melhoria em comparagao com
a molécula do farmaco sozinho. Varios farmacos como: ibuprofeno, indometacina, piroxicam,
cetoprofeno se encaixam em complexos dendrimeros na terapia anti-inflamatdria[30,31].

Complexos com dendrimeros e antibidticos como fluoroquinolonas, macrolideos, beta-
lactaminas e aminoglicosideos diante do contexto de resisténcia bacteriana a antibidticos as
cepas revelam resultados favoraveis. Estudos tém sido realizados com antivirais como
maraviroc, zidovudina, oseltamivir para desenvolver conjugados de dendrimero em terapias
virais, alem da terapia cardiovascular utilizados em imagens para diagndsticos, os dendrimeros
reduzem a dosagem necessaria para a obtencdo das imagens, melhorando assim a eficiéncia de
radioisétopos. Os resultados obtidos na maioria dos estudos incentivam o seguimento de novos
biomateriais[30,31].
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A bactéria Pseudomonas aeruginosa multirresistente a medicamentos aumentou
gradativamente. As infec¢bes por essa bactéria servem como reservatorio bacteriano e estdo
associadas a morbidade e custos significativos no que se refere ao tratamento. Ja analisados
anteriormente o material de dendrimeros policatiénicos antimicrobianos sdo capazes de inibir
0 microrganismo. A juncdo do material com uma classe de adesivos bioldgicos feitas de células
progenitoras da pele, pode impactar positivamente os processos de cicatrizacao de feridas, visto
que a neovascularizacdo é fundamental na cicatrizacdo de lesdes profundas. Os resultados
obtidos no estudo demonstram que os dendrimeros podem ter efeitos angiogénicos. Além disso,
observou que uma concentragao de dendrimero variando entre 50 € 100 pg / mL em combinagao
com as bandagens biologicas pode suprimir o crescimento bacteriano sem alterar a viabilidade
celular em até 5 dias [32].

Outro ativo que tem sido utilizado em aplicaces tdpicas e tem destacado é a curcumina,
em varios estudos tém demonstrado avanco significativamente na cicatrizacdo de lesdes,
preservando os tecidos contra danos oxidativos e promovendo protecdo contra doencas
degenerativas através de propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (eliminacéo de radicais
livres) e induzindo enzimas de desintoxicacgao[8].

A curcumina é o principal componente ativo da crcuma, utilizado na india como uma
especiaria, de coloragcdo dourada ou amarelo-alaranjado, além de outras utilidades em industria
e tratamentos médicos. Surgiu ha quase dois séculos e sua estrutura quimica foi determinada
em 1910. Inumeras atividades terapéuticas foram direcionadas a curcumina presente no acafréo,
dentre elas destaca se acdes na pele, sistemas pulmonar e gastrointestinal, dores, feridas,
entorses e distarbios hepaticos. Multiplos estudos demostram que a curcumina tem
propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes e
cicatrizantes na qual sugerem sua aplicacdo farmacolodgica [8], [33].

A curcumina é conhecida quimicamente como diferuloilmetano (C 21 H2o Os), com
ponto de fusdo de 183 °C e massa molecular de 368,37 g/mol. Apresenta em sua estrutura Figura
4 dois anéis arila com grupos fenolicos orto -metoxi que sdo simetricamente ligados a uma
fragdo B-dicetona. Expondo um tautomerismo ceto-endlico que pode variar de acordo com o
pH, em pH acido ou neutro predomina a forma ceto, ao passo que em meio pH alcalino
predomina a forma enol. Também havendo mudanca de tonalidade em diferentes niveis de pH,
na faixa de 2,5-7,0 obtém um amarelo brilhante e acima de pH 7 mudando para vermelho

escuro[35].


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tautomer
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Figura 4 Estrutura quimica da Curcumina.

O efeito anti-inflamatdrio da curcumina esté ligado a sua habilidade de inibir a protéina
NF«B (fator nuclear kB) de se ligar ao DNA. Assim como também a curcumina exerce efeitos
anti-inflamatorios ao se ligar as proteinas COX-2 (prostaglandina-endoperoxido sintase 2), o
que leva a reducdo da expressdo de COX-2, prostaglandina e tromboxanosintese.
Posteriormente, a curcumina inibe a atividade da 5-LOX (Araquidonato 5-lipoxigenase) e a
sintese de leucotrienos. A expressdo diminuida desses compostos atribui aos efeitos anti-
inflamatorios da curcumina[36].

Pressupde que o efeito antibacteriano da curcumina esteja associado a sua capacidade
de inibir a formacéo da proteina FtsZ do anel Z, no local da diviséo das células bacterianas, o
que interrompe tal divisdo das células bacterianas, pois a FtsZ é uma proteina citoesquelética
que desempenha um papel fundamental na divisdo celular procaridtica e esta presente na
maioria das espécies bacterianas[37]. A curcumina demonstrou ter uma potente atividade
antibacteriana contra uma série de bactérias patogénicas, como por exemplo: Staphylococcus
aureus , Staphylococcus epidermidis e Enterococcus [38]. A curcumina também mostrou efeito
antiviral em varios virus, como HIV, influenza, HSV-1, virus coxsackie e HBV[39].

Entretanto a curcumina apresenta acdo bacteriana dupla, sua acdo na auséncia de luz,
como ja descrito no paragrafo anterior, na qual difere do modo de acdo na presenca de luz,
sendo ela um potencial agente fotossenbilizador na terapia fotodinamica [40]. Pois a curcumina
absorve a luz azul que tem alta energia, provocando a producéo de oxigénio singleto, que pode
se difundir através das células de um microrganismo e danificar diferentes estruturas [41],[40].

A curcumina tem seu pico de absor¢do mais alto na faixa de luz azul (455-460 nm) e
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pode ser usado como um fotossensibilizador na faixa de 400-500 nm [42]. A TFD é baseada no
uso de luz de um comprimento de onda especifico e fotossensibilizadores ndo toxicos que
causam um efeito fotodindmico para tratar varias doencas de pele. A especificidade dupla da
curcumina na TFD depende do acimulo do mesmo no tecido doente e também da distribuigao
de luz localizada [43].

Apesar da técnica ter suas limitacGes ao acesso a luz na regido lesionada como por
exemplo infec¢Oes sistémicas, ainda assim torna eficaz em regides de facil acesso a luz. A
curcumina apresenta absorcao de luz azul com capacidade de penetracdo nos tecidos que variam
de 0,3 a 2mm de profundidade. Diante disso, é compreensivel que ela confronte o biofilme
resistente a medicamentos, em virtude de que a espessura do biofilme varia de 5 a 88 pm,
através dos quais até mesmo a luz azul consegue penetrar facilmente. Através da bibliografia,
é possivel observar que na maior parte dos estudos realizados, a curcumina foi usada na forma
de solugdo em DMSO ou etanol para melhor solubilizagé&o [40].

Amplos estudos realizados nos Gltimos anos sobre a importante funcdo medicinal da
curcumina, demonstram que embora apresente ampla propriedades farmacoldgicas, sua
aplicacdo é muito limitada devido a sua natureza hidrofdbica, sendo insoluvéis em solugdes
aquosas especificamente por via oral, onde sua eficicia é prejudicada pela baixa
biodisponibilidade devido ser mal absorvida pelo trato gastrointestinal, consequentemente seu
metabolismo e excrecdo torna-se mais rapido, levando a seus niveis farmacol6gicos
insignificantes. Porém, a curcumina tépica pode ser formulada para ser melhor absorvido pela
pele, especialmente quando trata-se na barreira da pele que apresenta lesdo ou doenca [44],
[34].

O complexo boro:curcumina, com razdo estequiométrica 1:2, é bem conhecido desde
inicio do XX. Sendo amplamente reportado na literatura para identificar tracas de boro, usando
a espectrofotometria[45]. O interesse dele em biomedicina cresceu nos ultimos anos, devido a
suas propriedades bioldgicas, tais como antifingico, bactericida e anticancerigeno[46].
Recentemente, foi comprovado que o complexo boro:curcumina, também conhecido como
rosocianina, atua na inativacdo fotodindmica de virus. Foi demonstrada sua acdo eficaz contra
as formas virais HIV-1 e HIV-2, podendo ser eficaz contra o COVID-19[47].
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3.3 Biomembranas no tratamento de feridas

As feridas na pele tém agregado uma preocupacdo na salde publica com muita
regularidade, pois requer altos custos no tratamento e cuidados intensivos. Diante disso, muitos
estudos estdo sendo desenvolvidos para uma melhoria de tratamento[48].

PEGORIN, G.S. et al (2020) produziu uma nova biomembrana contendo latex de
borracha natural (NRL) de Hancornia speciosa Gomes na qual possui uma atividade anti-
inflamatdria, propriedades cicatrizantes e antifingica. O material demonstrou ser um
biomaterial seguro e biocompativel com potencial cicatrizante, tornando-se uma alternativa
eficaz e de baixo custo para o tratamento de feridas. Foi caracterizada por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), teste de resisténcia mecanica, para investigar suas
propriedades bioldgicas utilizou o ensaio de citotoxicidade e atividade de cicatrizacdo in vivo.

Os resultados mostraram que a biomembrana revelou caracteristicas mecanicas
compativeis proximas ao da pele humana, ndo apresentando nos ensaios de citotoxicidade
alteracdes frente as celulas de fibroblastos, estimulando as células inflamatdrias e a
angiogénese, alongamento consideravel da colagénese, dando melhoria na cicatrizagéo até a
fase de remodelacéo induzida por implantes em camundongos[48].

No mesmo ano OLIVEIRA D.M.L. et al (2020), publicou sua pesquisa com
biomembranas de camada dupla para administracdo de dois farmacos, composto por quitosana,
hidroxipropilmetilcelulose e cloreto de lidocaina (farmaco anestésico) na primeira camada, e
de nanoparticulas de alginato de sddio-polimixina B sulfato (antibi6tico) na segunda, apresenta
resultados eficazes para reparo e regeneracao de tecidos em um modelo animal. Através da
microscopia eletronica de varredura foi possivel visualizar a incorporacdo dos farmacos
analisando as seccdes transversais; além de ser uma membrana que manifesta uma notavel
espessura entre 0,01 a 0,02mm, com propriedades mecanicas adequadas com relagdo a
elasticidade, rigidez, tensdo e pH compativel para aplicacdo em lesdes[49].

A polimixina B demonstra alta atividade antimicrobiana nos ensaios microbioldgicos
agindo contra as cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. O ensaio in vivo
permitiu visualizar o potencial de cicatrizacdo pelo calculo do indice de retracdo da ferida e
pela analise histologica[49].

RANA M. MD.; at al(2020) teve como objetivo desenvolver um dispositivo de hidrogéis
a base de amnio e colageno, e verificar a eficacia na cicatrizacdo de feridas cutaneas de
gueimadura em ratos. Apos estimular a irritacéo da pele do rato e queimaduras de segundo grau

os geis foram aplicados com/sem membrana de cobertura para estudar o comportamento da
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ferida e o periodo de reepitelizacdo. Os resultados dos dispositivos hidrogéis estudados obtidos
foram como ndo citotoxicos e compativeis com células sanguineas humanas. No ensaio de
irritacdo da pele ndo encontrou eritema e edema, sustentando a seguranca e aplicabilidade.
Apresentando agilidade na cicatrizagdo comparado a outros dispositivos usados no estudo.
Assim, conclui que o hidrogeis propicia alternativas para tratar feridas utilizando o dispositivo,
0 que pode exceder dificuldades associadas ao tratamento como altos custos, tempo de
fabricacéo e armazenamento[50].

YUAN R.; at al (2023) desenvolveu um adesivo camada por camada (LBL) com
microagulha (MN) revestidas com fator de crescimento epidérmico recombinante (LBL MN-
rhEGF) para uma liberacdo sustentada no local do ferimento ligada por forca eletrostética tipica.
Os resultados dos adesivos LBL MN-rhEGF apresentaram resisténcia mecanica aceitavel para
penetrar no estrato corneo, e 0s microcanais propicia a administracdo direta do ativo cicatrizante
in vitro. A administragdo de rhEGF biomacromolecular segue o mecanismo de difusdo da
segunda lei de Fick, favorecendo a proliferacdo celular de fibroblastos dérmicos humanos
normais (NHDF) e células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) in vitro. Além da
rapida cicatrizacdo de feridas de ratos mecanicamente feridos em comparag¢do com o curativo
tradicional [51].

Chen, Y. at al.;(2016) juntamente com sua equipe criou curativos pos operatorios,
oferendo protecdo e agilidade na cicatrizacdo. O curativo consiste em um novo carreador de
iodo, Carboximetil quitosana-g-(poli(acrilato de sodio)-co-polivinilpirrolidona) (CMCTS-g-
(PAANa-co-PVP), na qual foi preparado por copolimerizagdo por enxerto de acrilato de sddio
(AANa) e N-vinilpirrolidona (NVP) em um esqueleto de carboximetil quitosana (CMCTS).
Ap0s a sintese a atividade bioldgica do CMCTS pode ser mantida, e o complexo final CMCTS-
g-(PAANa-co-PVP)-12 apresentou atividades bactericidas de amplo espectro para virus,
fungos, bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas no ensaio in vitro. Os resultados
finais mostram que no ensaio clinico o curativo ou a biomenbrana (CABM) tem melhor eficacia
de tratamento do que o tratamento convencional no cuidado poés-operatério da operagado

LEEP(procedimento excisional eletrocirdrgico de al¢a) [52].

3.4 Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) surgiu acidentalmente por Oscar Raab em 1900, atraves da
combinacdo de substancia quimica e luz, na qual por intermédio de uma reagdo fotobioldgica
ocasionou a eliminacdo de protozoarios. E deste entdo tornou uma modalidade terapéutica ndo

invasiva para o tratamento de varias infec¢@es [24], [53].
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A TFD trata-se de uma reagdo fotoquimica, em que um composto fotossensibilizador
submetido a uma luz onde ocorre a liberacdo de um comprimento de onda de luz apropriado
para excitar a molécula do fotossensibilizador para entdo ser ativada; absorvendo fotons e
levando uma série de reagdes envolvendo a produgdo de radicais e levando a espécies de
oxigénio, no que se refere ao oxigénio singleto (Figura 5), principal agente toxico que leva a
morte celular por apoptose ou necrose. Atualmente a TFD tem tornado reconhecida como um

tratamento eficaz, entre eles minimizando a ocorréncia de resisténcia bacteriana [24], [53].

Oxigénio Singleto
Espécies reativas

Figura 5 Representa¢do da Terapia Fotodindmica.

A TFD tem sido utilizada em varias areas além da odontologia, pois representa um
tratamento opcional antibacteriano, antiviral e antifungico antagonista a organismos resistentes
aos farmacos, com isso sendo empregada no diagnostico fotodinamico da transformacéo
maligna de lesGes orais, para tratamento do carcinoma bocal, infec¢do por fungos e bactérias.
O método obteve em 1999 a aprovacgdo pelo Food and Drug Administration com o intuito de
tratar lesdes cutaneas pré-cancerosas da face ou couro cabeludo[53].

Na execucdo da terapia fotodindmica, apds decorrer o intervalo farmaco luz, na qual cada
farmaco tem seu periodo definido, aplica-se a luz no local dos tecidos ou células doentes e
sadias que rodeiam a éarea infectada. Os impactos iniciais do procedimento acontecem
bruscamente aos tecidos ou células. Seguido por uma sequéncia de acdes decorrentes do
processo da terapia, tais reacdes levam seletivamente os tecidos doentes e células a morte com
preservacao dos tecidos normais[54].

Uma investigagdo cientifica que reune estudos relevantes a fim de compreender a

utilidade da terapia fotodindmica para feridas infectadas por bactérias em animais, dos 19
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artigos de estudo, obteve que as feridas mediam numa faixa de 6 mm a 1,5 x 1,5 cm 2 de
diametro. Grande parte realizou estudos microbiolégicos com as cepas Pseudomonas
aeruginosa ou Staphylococcus aureus. Uma média de 11 a 17 ressaltou que a terapia
fotodinamica de lesGes infectadas reduziu significativamente o tamanho da ferida e a contagem
bacteriana. Outros analisaram o efeito da agéo da terapia no tempo de cicatrizacdo de feridas,
peso corporal e niveis de citocinas de feridas infectadas. Grande parcela sugeriu resultados
benéficos sobre essas varidveis. O método da terapia agilizou a cicatrizacdo de feridas
infectadas por bactérias, proporcionando a cicatrizacdo dos ferimentos e inibindo as bactérias
[55].

A construcdo do hidrogel de goma de gelana a base de fucoidano / alginato e nanofibrilas
de carboximetilcelulose, foi avaliado frente a terapia fotodindmica para cicatrizacao de feridas.
O material analisado por métodos in vitro e in vivo, demonstrou capacidade em destruir células
tumorais por meio do oxigénio singleto, com niveis aumentados de espécies reativas de
oxigénio. Conseguiu ser observado pelos resultados que apds a irradiacdo do laser houve um
aumento significativo na morte celular, com cicatrizacdo rapida, aumento de fibroblastos e
fibras de colageno. Sugerindo para uso terapéutico a fim de promover a cicatrizacdo de
feridas[23].

Um sério problema de saude publica tem sido a existéncia de pacientes que apresentam
feridas crénicas como Ulceras diabéticas, diante desta situacdo foram exploradas o efeito da
terapia fotodinamica de baixa dosagem (LDPDT), a fim de estimular o processo de reparo
celular e recompor a cicatrizagdo de feridas, um estudo realizado in vitro usando modelos de
feridas celulares normais e diabéticas. Atraves do ensaio de calorimetria MTT. O resultado
apresentou que as células diabéticas apontaram aumento da migracdo e fechamento da
arranhadura em comparacdo com as células normais em condi¢fes semelhantes. Assim foi

possivel sugerir que o LDPDT pode ter um efeito capaz de cicatrizar feridas diabéticas[17].

3.5 Sistemas de Liberacao

Os sistemas de liberacdo de principios ativos sdo formas farmacéuticas sélidas, onde o
principio ativo é misturado com outras substancias (excipientes ou veiculos) para se transformar
em medicamento. Nos sistemas de liberagdo controlada (SLC) a liberagdo modula-se de acordo
ao sistema utilizado, de forma tal que se alcance o nivel plasmatico e terapéutico no tempo
desejado. A maioria dos sistemas de liberacdo controlada sdo baseados em matrizes

poliméricas. Nas duas ultimas décadas as matrizes hidrofilicas tornaram-se muito apreciadas na
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formulagdo de formas farmacéuticas de liberacdo controlada. Os SLCs sdo classificados de
acordo a seu mecanismo de liberacdo. O sistema matricial polimérico é preparado pela mistura
de um polimero hidrofilico ou hidrofébico e de um farmaco insolavel. A utilizagdo do polimero
hidrofilico como matriz na formulacao destes SLC fornece a combinacao apropriada para que
acontecam 0s processos a partir do qual opera 0 mecanismo, sendo estes: intumescimento,
difusdo ou erosao, portanto € a matriz quem determina a cinética de liberacdo controlada [56].

A liberacéo controlada de principios ativos permite diminuir o nimero de doses diarias
obtendo um tratamento continuo e, consequentemente, o desaparecimento de picos plasmaticos
e a manutenc¢do da concentracao eficaz. Resultando em menor acimulo de droga no organismo
e protecdo do principio ativo a degradacdo por fluidos bioldgicos. Portanto, as principais
caracteristicas apresentadas pelo SLC matricial polimérico sdo: operar através do efeito
sinérgico de varios processos (intumescimento, dissolucdo do principio ativo, difusdo ou
erosdo), atingir rapidamente a concentragdo terapéutica, manutencdo dentro desta
concentragdo[57].

A literatura reporta diferentes estudos sobre sistemas para transportar o farmaco a um
local determinado do organismo, onde o principio ativo deve ser liberado e absorvido. A Figura
6 resume comparativamente os sistemas convencionais com os sistemas de liberagao controlada
mais discutidas na literatura séo elas: liberacdo retardada, repetida, prolongada, sustentada
[44,45].

No sistema de liberagao convencional (curvas 1 e 1.a) o farmaco € imediatamente liberado
e, portanto, absorvido com rapidez e por completo, caracterizando-se o sistema pela formacao
de um pico plasmatico. Algumas drogas necessitam apenas de uma dose (curva 1) por dia para
manter niveis terapéuticos adequados no sangue. Porém, farmacos que nao sejam de longa
duracdo necessitam de doses diarias maltiplas (curva 1.a) para alcancar os resultados
terapéuticos desejados. Os sistemas de liberacdo sustentada (curva 2) permitem a liberacéo
imediata e mantém constante a concentracdo plasmatica do principio ativo por um periodo,
produzindo prontamente o efeito terapéutico desejado ao longo de um tempo predeterminado.
A liberacdo pode ser sustentada pelos processos de difuséo ou erosao. Os niveis de farmaco no
plasma fornecidos pelo SLC sustentada, muitas vezes elimina a necessidade de varias dosagens,

0 que beneficia ndo s6 o paciente, mas também ao acompanhante [58].
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Figura 6 Perfis plasmaticos em diferentes sistemas de liberagdo
Fonte: VEIGA (1988)

1- Liberacdo convencional dose Unica
1.a- Liberacdo convencional dose dupla
2- Liberacdo sustentada
3- Liberacdo retardada
4- Liberacdo repetida

5- Liberacao prolongada

Em sistemas de liberacdo retardada (curva 3) a liberacdo do farmaco nédo se inicia
imediatamente apds a administracdo, o SLC libera a droga em um certo momento diferente da
administracdo. O atraso pode ser baseado no tempo ou baseado na influéncia de condigbes
ambientais, como pH gastrointestinal. Para o sistema de liberacdo repetida (curva 4) ocorre a
liberacdo de uma dose individual logo ap6s a sua administracdo, entretanto este SLC €
desenhado para farmacos que necessitem ser administrados mais de uma vez ao dia, causando
picos(vales) sequenciais no nivel terapéutico. Estes picos(vales) estdo associadas com a
liberacdo de cada dose através de um sistema especifico de controle[58]. No sistema de
liberacdo prolongada (curva 5), o principio ativo é disponibilizado através de uma primeira
liberacdo imediata, afim de produzir o efeito terapéutico desejado sem causar danos ao
organismo e, posterior manutencdo com liberagdo gradual, a fim de prolongar a extensdo da

resposta terapéutica[58].
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3.5.1 Mecanismo de Liberacdo Controlada em Sistemas Matriciais
Polimericos.

Os SLCs de principios ativos em formulacGes farmacéuticas baseadas em matrizes
poliméricas tém crescido nas Ultimas décadas. A industria farmacéutica tem buscado novos
sistemas de liberacdo controlada visando oferecer maior conveniéncia ao paciente, sendo assim
um grande nimero de SLC de farmacos bem sucedidas tém sido desenvolvidos. No entanto, o
desenvolvimento de SLC de farmacos se baseia em uma avaliagdo minuciosa e criteriosa do
sistema matricial. A modelacdo matemaética de SLC tem facilitado o estudo destes sistemas de
maneira a prever a difusdo e as taxas de liberacdo de farmaco a partir de modelos matematicos
apropriados, reduzindo assim o nimero de experiéncias necessarias[59].

Um sistema matricial polimérico € caracterizado como um sistema que controla a
liberacdo do farmaco, molecularmente disperso ou dissolvido numa matriz polimérica
resistente a desintegracao[56].

Para classificar um sistema matricial devem ser considerados diferentes fatores tais
como: natureza quimica e estrutura da matriz, cinética de liberacdo (idealmente de ordem zero),
0 mecanismo através do qual a liberagéo é controlada, e descrever os processos atraves do qual
o0 principio ativo é liberado: intumescimento, difusao e erosao.

O SLC opera atraves das estruturas matriciais poliméricas, quando estas entram em
contato com o0 meio de dissolu¢do (ou fluido biolégico) podem manter sua estrutura
aproximadamente estavel ao longo de todo o processo de intumescimento, dissolugéo e difusdo
ou podem sofrer um fendmeno de intumescimento e, seguida de erosao[56].

Portanto, o mecanismo e a velocidade de liberagdo do farmaco em matrizes poliméricas
pode ser descrita por um ou mais dos processos cinéticos citados abaixo[59]:

a) Intumescimento
b) Difuséo
c) Eroséo

O mecanismo de liberacdo de farmacos através de matrizes poliméricas acontece por
diferentes mecanismos através dos processos cinéticos, acima citados, em decorréncia das
propriedades da matriz polimérica. A Figura 7 e Figura 8 representam 0s mecanismos de

liberacdo para matrizes poliméricas hidrofobicas e hidrofilicas, respectivamente.
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Figura 7 Ciclo de liberacdo dos fArmacos em um sistema matricial inertes ou hidrofobicos:
(a) penetracdo do liquido; (b) difusdo lenta do farmaco dissolvido até o exterior.

A Figura 7 representa o mecanismo de liberacéo regido pelo processo de difusdo quando
a matriz polimérica é hidrofdbica ou inerte. Nestes sistemas o mecanismo de liberacéo acontece
essencialmente pelo processo de difusdo através dos poros. Porém, o mecanismo de liberagédo
pode acontecer por um processo de erosdo, prevalecendo um processo ou outro de acordo com
as propriedades da matriz e principio ativo.

No mecanismo representado na Figura 7 o polimero, que constitui a matriz inerte é
insoluvel, apresenta estrutura porosa. O farmaco esta disperso no interior da matriz polimérica
e a interfase sélido/liquido de dissolucdo é dizer a superficie da matriz ndo é modificada ao
longo de todo o processo de liberacdo. Estes SLC nédo sofrem alteracéo no trato gastrintestinal,
sendo eliminados do organismo praticamente intatos. O mecanismo de liberagdo nestes
sistemas, de acordo com a Figura 7, acontece em 3 etapas: (a) o liquido de dissolucdo penetra
pelos poros da matriz, (a.1) o farmaco é dissolvido e, finalmente, (b) acontece a difusdo lenta
do farmaco dissolvido através dos canais da estrutura porosa da matriz. A etapa mais lenta e,
portanto, a etapa limitante da cinética de liberacdo, é a penetracéo do liquido de dissolugédo na
matriz.

A Figura 8 representa o mecanismo de liberacdo regido pelo processo de
intumescimento e erosdo em uma matriz polimérica hidrofilica. As matrizes poliméricas
hidrofilicas se caracterizam por liberar de maneira controlada o farmaco devido a sua
capacidade de intumescer e relaxar.

Esta capacidade pode ser descrita através da transi¢do dos polimeros do estado
vitreo ao estado borrachoso (tg), neste caso especifico a transicdo pode ser descrita como uma

transi¢ao do sistema de um estado vitreo “ndo intumescido” para um estado borrachoso
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“maleavel”, como consequéncia do processo de intumescimento da matriz. Isto porque a agua
é um plastificante e consequentemente devido ao intumescimento da matriz tg do polimero
baixa. Esta transicdo permite que as cadeias anteriormente no estado vitreo (estado de
configuragdo altamente emaranhado) passe ao um estado maleavel, o que esté associado com o
processo de intumescimento/relaxamento.

A Figura 8 representa as diferentes etapas que envolve o mecanismo de liberacao
em matrizes poliméricas hidrofilicas. Podemos ressaltar que neste mecanismo a liberacdo
controlada estd acontecendo em cada etapa (a partir da etapa 2), através dos processos que
operam sinergicamente: intumescimento/difuséo e intumescimento/erosao.

Primeiramente, (1) temos o SLC no estado seco. Em uma segunda etapa, (2) a
matriz hidrofilica entra em contato com a dissolucdo ou fluido bioldgico (gastrintestinal),
iniciando-se o processo de absorcdo de agua, principalmente pelos poros do sistema matricial.
Primeiramente, apds a hidratacdo o farmaco que esta presente na superficie do polimero é
imediatamente liberado. Nesta etapa, na superficie do polimero que ja esta se intumescendo
acontece a transicao vitrea/maleavel que chamamos de transic¢éo intumescimento / relaxamento.
Formando-se portanto, uma camada gelatinosa de polimero (estado maleavel ou relaxado) em
torno do nucleo seco do SLC [43,46,47].
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Figura 8 Alteragdes observadas nos sistemas matriciais hidrofilicos que intumescem e sofrem eroséo
1- matriz seca; 2- inicio do intumescimento da matriz; 3 e 4 —ocorre crescente hidratacdo e intumescimento da
matriz com diminui¢do do ndcleo seco e comego da erosdo das cadeias poliméricas; 5- aumento da erosdo das

cadeias; 6- separacdo das cadeias poliméricas liberando rapidamente o restante do farmaco.

As setas duplas apresentadas nas etapas 3 e 4 (Figura 8) representam a 4gua que continua
a penetrar na matriz (=), mas agora nao apenas pelos poros e sim sobretudo através da camada
gelificada (cadeias poliméricas relaxadas), que, lentamente, se formam. Simultaneamente nesta
etapa acontece a difusdo do farmaco para o alvo (€<). Nesta etapa 0 ndcleo seco comega 0
processo de hidratagdo e, a camada exterior gelificada comeca a sofrer erosdo. Estes dois
fendmenos ocorrem simultaneamente e o sistema matricial mantém uma estabilidade
dimensional mais ou menos constante (3 e 4). Esta etapa ¢ a que mantém o farmaco sendo
liberado de maneira controlada (liberagao sustentada) no tempo.

Na etapa 5, temos que na superficie da matriz polimérica altamente intumescida a forca
das interacBes polimero-agua comegam a aumentar respeito a forca da interacdo polimero-
polimero. Portanto, quando a concentracdo de agua excede certo valor critico as cadeias
poliméricas comecam a se separar, alargando os espagos onde a difusdo do farmaco ocorre. E
dizer a taxa do processo de erosdo aumenta, consequentemente a taxa de hidratacdo do nucleo
diminui. Na etapa 6, as cadeias poliméricas do nucleo ja intumescida se estendem e dispersam-
se na camada mais externa, resultando em maior aumento da taxa de erosdo. Consequentemente,
uma maior erosdo aumenta ainda mais a distancia entre as cadeias, a0 ndo permanecer
interligadas as cadeias o SLC subsequentemente € totalmente desintegrado, e o farmaco restante
é liberado [43,46,47].
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

No decorrer do desenvolvimento experimental foram necessarios os equipamentos e

reagentes descritos a seguir. Todos os reagentes foram utilizados sem prévia de purificacéo.

Curcumina (Sigma —Aldrich, C1386 - 65% pureza)

Dimetil Sulféxido, P.A. (Isofar)

Acido borico (Merck)

Alcool Etilico 95% (Vetec)

Etanol P.A. (Sigma-Aldrich)

Agitador Magnético com aquecimento (NI 1108—Nova Instrumentos)

Balanga Analitica (Mod. AY 220 — Marte)

TGA — Termogravimétrica Shimadzu, modelo TGA 50 (LAT-UNIFEI)

FTIR - Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier Shimadzu,
modelo IRTracer 100 Series (LAT-UNIFEI)

UV - Espectrofotdmetro UV-vis (Cary ® 50 Scan) (Central Analitica — IFQ-UNIFEI)
MEV — Microscopia Eletronica de varredura 9modelo EVO MA 15)

MF — Microscopia de Fluorescéncia

LASER Led Curing Light Aigh — 7A

Difratdmetro de raios X Rigaku, modelo Ultima IV (Laboratério de Cristalografia -
UNIFAL)

Meio Agar Muller Hinton (KASVI)

Meio Agar TSB (KASVI)

Cepas Gram-positiva, Staphylococcus aureus LB25923 e Gram-negativa, Escherichia
coli LB25922 (Laboratério de Microbiologia IRN-UNIFEI)
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4.2 Metodologia: Descricdo e Fundamentos

O polimero dendrimero de poliglicerol (PGLD) e o conjugado de dendrimero de
poliglicerol boro-curcumina (PGLDBC) utilizado neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados em trabalhos anteriores pelo grupo de Biomateriais da UNIFEI, no qual tem
estudado as propriedades fisico-quimica e bioquimicas do bioconjugado de dendrimero de
poliglicerol livre e associado a outros materiais ativos, dentre eles a curcumina. Ao longo destes
estudos foram obtidos resultados satisfatorios relacionados a biocompatibilidade,

funcionalidade como sistema carreador de principio ativo[61].

4.2.1 Sintese do Conjugado de Dendrimero de Poliglicerol (PGLD) com
complexo de Boro-Curcumina (PGLDBC) e Dendrimero de
Poliglicerol com curcumina (PGLDC)

A sintese e caracterizacdo do PGLD e PGLDBC foram efetuadas de acordo com trabalhos
anteriores do grupo de Biomateriais da UNIFEI. O desenvolvimento do PGLD teve como base
a sintese de Williamsom modificada pela utilizagdo de um catalisador de transferéncia de fase;
com estrutura de dendrimero via policondensagéo em etapas do tipo divergente[61].

A sintese do conjugado PGLDBC foi realizada em um reator de vidro encamisado, no
qual foram inseridos os materiais dendrimero, boro e 4gua com agitador magnético e um
dispositivo termopar. Sob agitacdo e refluxo utilizando Dean-Stark o material foi aquecido,
considerando completa a reacdo em auséncia total de agua, posteriormente adicionando
curcumina e novamente aquecida formando uma solucdo de coloracdo vermelha caracteristica
do complexo rosocianina (Roc)[62]. Para a sintese do PGLDC utilizou-se 0 mesmo sistema de
sintese, entretanto sem a adi¢c@o do boro e agua, apenas com os materiais livres dendrimero de

poliglicerol (27,569), curcumina (1,79g) e etanol (20mL).

4.2.2 Preparacdo da membrana de Quitosana com PGLDBC e PGLDC

As membranas QUI-PGLDBC e QUI-PGLDC foram desenvolvidas a partir da mistura
fisica em solucdo, da quitosana e dendrimero de poliglicerol conjugado boro-curcumina
(PGLDBC) e dendrimero de poliglicerol conjugado com curcumina (PGLDC). Apds a
solubilizacdo de 0,259 de quitosana em 25mL de solugdo tamp&o acético 0,2mol, realizou-se a
mistura por agitacdo mecénica e aquecimento (60°C) junto ao conjugado PGLDBC e PGLDC

na proporcao de 1:5 até total homogeneizacdo do mesmo.
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4.2.3 Caracterizacao Fisico-quimica

Para cada método de caracterizacdo da se 0 inicio com um prevé comentario do ensaio,

seguida da descricdo da metodologia com seus respectivos parametros.

4.2.3.1 Caracterizagdo por Termogravimetria (TG)

Na termogravimetria levou-se um longo tempo de pesquisa para obter conhecimento
detalhado sobre as alteraces que o aquecimento poderia causar no material, mas
especificamente na sua massa, com disposi¢cdo para conseguir estabelecer a faixa de
temperatura em que se inicia a decompor, assim como para seguir o processo de reacOes de
desidratacdo, oxidacdo, decomposicdo, entre outros. Da-se inicio a Analise Termogravimetria
(TGA), um método de analise térmica em que a variacdo de massa da amostra é definida em
funcdo da temperatura ou tempo de aquecimento, utilizando um programa controlado de
temperatura, sendo de grande importancia para caracterizar o material em analise. Na Analise
Termogravimetria derivada (DTGA) sdo obtidas curvas que correspondem a derivada primeira
da curva TGA em que as inflexdes apresentadas sdo substituidas por picos que delimitam areas
proporcionais as modificacdes de massa ocorridas pelo material [63].

A caracterizacdo através de TGA foi realizada por meio de termobalanga em atmosfera
de oxigénio com fluxo de 25mL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min, para as amostras CC,
PGLDC, QUI, QUI-PGLDC, QUI-PGLDBC foram pesados respectivamente e acondicionadas
em cadinho de alumina e analisadas separadamente na faixa de temperatura entre 25°C e 800°C,

0s parametros foram tratados posteriormente.

4.2.3.2 Caracterizagao por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR) é uma das
técnicas espectroscopicas mais aplicadas para caracterizacdo de materiais, capaz de conceder
informacgdes mais afinadas da estrutura da amostra analisada, identificando diferentes grupos
funcionais constituintes. O método identifica as ligagdes quimicas presentes na amostra por
meio das frequéncias de vibracéo e elongacéo especificas de cada ligacdo intra e intermolecular
em determinado nimero de onda. Assim para cada material analisado, tera como, cada grupo
funcional apresentado valores diferentes e caracteristicos para vibracdo, elongacgéo e rotacao; a
leitura do espectro e as suas bandas respectivas, permitindo a verificagdo dos tipos de grupos
funcionais que constituem a amostra ou material em analise [51,52].

O FTIR foi utilizado para detectar e caracterizar compostos presentes nos materiais
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livres e nos filmes. Para obter os espectros de infravermelho dos materiais foi utilizado o
equipamento espectroscéopio no infravermelho com transformada de Fourrier na regido 4000 a
650 cm-1, com acessorio para Reflectancia Total Atenuada (ATR). As amostras foram
colocadas diretamente sobre a superficie do cristal (diamante + cianeto de zinco) do acessorio
de ATR e com auxilio de uma ponteira. Realizou-se 16 varreduras com resolugéo de 4cm . Os
espectros obtidos foram normalizados e as bandas de vibracdo foram associadas aos principais

grupos quimicos.

4.2.3.3 Caracterizacgao por Difracédo de Raios-X

Difratbmetro de raios-x € uma técnica usada para determinar a estrutura atbmica e
molecular de um cristal, na qual consiste em incidir uma radiacdo em uma determinada amostra,
difratando em varias direcdes especificas, em virtude de seu espacamento uniforme. E com a
medida dos angulos de difracdo dos raios emergentes permite determinar a distancia entre os
planos atdmicos da amostra, assim como a sua estrutura cristalina [66], [67], [68].

No presente trabalho, utilizou-se a difracdo de raios X para confirmar a presenca dos
cristais da curcumina nas membranas analisadas, na qual foram analisadas em um difratbmetro
de raios-X modelo Rigaku Japan, usando irradiagdo de CuKo com comprimento de onda A=
0,154 nm e monocromador de grafite. A faixa de varredura (passo - 260) foi de 5 a 50°, com

intervalos 0,02° e velocidade de varredura de 5,0 s/passo.

4.2.3.4 Caracterizacao da Morfologia por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e

Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste na interacdo entre os elétrons e
a matéria, onde feixe de elétrons de pequeno diametro partidos de uma fonte geradora, é
direcionada continuamente sobre a superficie da amostra ocorrendo uma varredura. Deste
modo, o detector transmite as informacGes geradas entre a interacdo dos elétrons com a
superficie da amostra sendo traduzidos pelo equipamento e produzindo alta definicdo das
imagens[66], [69].

O equipamento teve como proposito a caracterizacdo da morfologia das membranas de
Quitosana (Qui), Quitosana+Dendrimero(QUI-PGLDB) e Quitosana+Dendrimero/Boro +
Curcumina (QUI-PGLDBC), onde foram analisadas empregando-se a técnica de microscopia
eletronica de varredura. Para isto utilizou-se um MEV de bancada, modelo EVO MA 15, marca
Zeiss, profundidade de foco (WD) 16-19 mm, tensdo 15 KV, para a analise as amostras foram

fixadas em uma fita de carbono dupla face e previamente recobertas com ouro (durante 30 seg).
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A microscopia de fluorescéncia é uma técnica que consiste na utilizacdo de agentes
fluorescentes ou o proprio material analisado ja é fluorescente, afim de assinalar ou detectar
com precisdo o material analisado, como exemplo: estruturas e compartimentos celulares e
proteinas especificas, entre outros. Pois a fluorescéncia é um fenémeno em que um material
analisado é capaz de absorver a energia da luz (recebe emissao de luz e as moléculas atingem
um estado de excitacdo e passam para um estado mais energético) em determinado
comprimento de onda e reemiti-la em um diferente comprimento de onda (quando os elétrons
retornam ao seu estado inicial, emitem uma quantidade de energia em forma de luz) [57][71].

A microscopia de fluorescéncia foi empregada a fim de investigar a distribuigdo da
curcumina nas solugbes das biomembranas, uma vez que a curcumina apresenta forte
fluorescéncia [72]. Para este propoésito, as amostras de PGLDBC e PGLDC devidamente
depositadas em laminas, foram excitadas usando um comprimento de onda centrado em 486
nm para sua intensidade maxima de emissdo. As micrografias de fluorescéncia foram obtidas
por Microscopia de Fluorescéncia invertido da marca Leica DMi8, lente objetiva de 20X sem

6leo de imersdo e lente com aumente de 63X com 6leo de imersao.

4.2.4 Estudo da atividade antimicrobiana in vitro das Biomembranas

O antibiograma é um teste de suscetibilidade a antimicrobianos, de grande significancia
para o0 meio clinico, a qual tem por finalidade estabelecer a sensibilidade dos microorganismos
guando submetidos a acdo dos antimicrobianos. Dentre esses testes, estd 0 método de disco-
difusdo, em que um disco de papel filtro € embebido com um antimicrobiano e colocado em
uma placa de &gar previamente inoculada e incubada com o microrganismo. Posteriormente,
caso 0 antimicrobiano apresentar eficiéncia, uma regido circular clara manifestara ao redor do
disco, representando a auséncia do crescimento da bactéria, da qual o didmetro é medido e
interpretado segundo o material estudado e de acordo com as normas da CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute) [73].

Este ensaio teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do material
sintetizado neste estudo. As amostras (curcumina livre e PGLDC) foram analisadas quanto aos
teores de curcumina referente ao MIC(concentracdo minima inibitoria). Na primeira etapa
foram estudadas amostra de PGLDC e Curcumina nas concentra¢Ges de 10 pg/mL a 2000
pg/mL. Na segunda etapa, analisou as amostras PGLDBC e PGLDC em duas concentragdes de
500 pg/mL e 2000 pg/mL na presenca do laser (Figura 9) em dois tempos (1 e 7 min) de

exposicao ao equipamento.
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Figura 9 Demonstracéo da utilizagdo do laser frente as amostras.

Em suma, a inibicio de zona do crescimento bacteriano indica a atividade
antimicrobiana. Duas cepas de referéncia [American Type Colecdo de culturas (ATCC)] de
bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538 e gram-negativas Escherichia coli
ATCC 8739 foram utilizadas neste estudo. As cepas bacterianas foram removidas das placas de
cultura preservadas e suspensas em solucdo salina estéril (Cloreto de sodio a 0,9%, NaCl). A
suspenséo bacteriana padrao sera padronizada em 108 células mL* usando a escala MacFarland
0,5 e semeada na superficie das placas de agar Muller-Hinton com swabs estéreis. Na primeira
etapa as amostras de CC e PGLDC foram colocados em discos de papel estéreis de 6 mm de
didmetro e impregnados com 10uL de solugdes, para cada concentragdo estudada e colocadas
em cultura bacteriana e incubadas por 24 horas a 37 ° C. A zona de inibicdo formada em torno
das amostras sera medida de acordo com os padrdes CLSI (anteriormente NCCLS) para testes
de difusdo da sensibilidade do disco. Todos os testes foram realizados em triplicata, 0s
didmetros dos halos de inibicdo formados em torno das amostras foram expressos em
milimetros.

A atividade antimicrobiana in vitro da segunda etapa também foi determinada pelo
método de difusdo em agar. As amostras de PGLDBC e PGLDC foram dispostas em discos de
papel estéreis de 6 mm de didmetro, impregnados com 10uL de solu¢des dos materiais
sintetizados, em seguida submetidos ao laser a uma distancia de 13cm e nos tempos pré-
determinados dentro de uma capela de fluxo laminar. Esses, foram depositados sobre o meio de
cultura contendo &agar Mller Hinton e as placas incubadas a 36 + 1 °C/24 h, utilizou paquimetro
digital afim de medir os didmetros dos halos formados em volta dos discos, sendo possivel
determinar a inibigdo do crescimento bacteriano. O método foi realizado de acordo com a

“Padroniza¢ao dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusdo” [74].
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4.2.5 Estudo de liberacao in vitro
4.2.5.1 Estudo da Liberacdo da Curcumina nas biomembranas

Os sistemas terapéuticos transdérmicos (TTSs) € um sistema eficiente na qual favorece
0 acesso dos farmacos através da pele, com a finalidade de alcancar a circulagdo sanguinea,
para obter efeitos sistémicos, com isso se faz relevante realizar estudos que caracterizem este
sistema como o processo de difusdo e permeacdo do principio ativo apos a aplicacdo, pois
pequena parte de farmacos sdo apresentarem caracteristicas adequadas a administracdo
transdérmica, ao possuirem propriedades fisico quimicas adequadas para difundirem na
pele[58], [75], [76].

4.2.5.2 Curva de calibracao para estudo da liberagao “in vitro” das Biomembranas

Para determinar a curva de calibragdo da curcumina foi utilizado espectrofotémetro UV -
vis Cary ® 50 Scan. Partindo de uma solugdo de curcumina, preparada utilizando-se 10mg de
curcumina e dissolvida em 5mL de dimetilsulfoxido (DMSQO), obtendo-se uma concentracao
de 2 mg/mL. A partir desta solugdo foram realizadas dilui¢cdes nas concentragoes de 0,5 mg/mL;
0,75 mg/mL; 1 mg/mL; 1,25 mg/mL;1,5 mg/mL e 1,75 mg/mL. Estas solucBes foram analisadas
no espectrofotdmetro, medindo as absorbancia no comprimento de onda de 435 nm para cada
solugédo. A curva de calibragdo da curcumina foi determinada com o objetivo de auxiliar na
determinacdo do estudo de cinética de liberacdo da curcumina presentes nas biomembranas
[77].

4.2.5.3 Estudo da Liberacdo da Curcumina presentes nas biomembranas

As Biomembranas PGLDBC e PGLDC foram previamente preparadas conforme
descrito no item 4.2.2, o estudo “in vitro” foi realizado em triplicata. As amostras foram
colocadas em recipientes contendo 10mL de solucdo tampéo de Fosfato e Salina-PBS (pH 7,4)
e solucdo de acido cloridrico (pH 2,0) ambas submetidas as duas temperatura (37°C e 40°C) em
estufa (com temperatura controlada) e mantidas tampadas com parafilme e sem agitagao durante
todo o experimento conforme demonstrado (Figura 10).

O meio de liberacdo constituido por ambas as solugdes, 0 meio foi condicionado a
temperatura de 37°C e 40 °C antes de serem adicionados as amostras. Apés a adicdo das
biomembranas PGLDBC e PGLDC realizou-se a liberagdo controlada, aliquotas (3 mL) foram
retiradas em um tempo pré-determinado (antes da retirada de cada aliquota o sistema foi

manualmente homogeneizado por agitacédo) [78].
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Figura 10 Representacdo do preparo para o estudo de liberacdo

As retiradas das aliquotas foram realizadas em intervalos de tempos pré-determinados,
na primeira hora coletados de 15 em 15 min, na segunda hora de 30 em 30 min, na terceira hora
em diante intervalos de 1 hora. A cada aliquota retirada foi realizada a reposi¢do do mesmo
volume, com a solucdo PBS e acido Cloridrico. As aliquotas retiradas foram identificadas e
levadas ao Espectrofotometro, para obter o espetro UV-vis e assim determinar a concentracdo
de curcumina liberada. A concentracdo de curcumina liberada nas amostras foi determinada
utilizando a curva de calibracdo previamente preparada, como descrito no item 4.2.5.2.
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5 DISCUSSAO E RESULTADOS

5.1 Caracterizacao Fisico-quimica

A atividade antimicrobiana da curcumina é limitada pela sua escassa solubilidade em
agua, desta forma o primeiro objetivo desta Tese é formar conjugados da curcumina e complexo
curcumina-boro com um dendrimero de poliglicerol (PGLD), sintetizado no laboratorio, a fim
promover a biodisponibilidade e favorecer efeito antimicrobiano deste farmaco em formulagdes
de curativo para tratamento de feridas.

A caracterizacdo fisico-quimica destes conjugados e do filme formado pela mistura
fisica em solugdo da quitosana (QUI) e os conjugados PGLD com curcumina (PGLDC) e PGLD

com o complexo Curcumina-Boro (PGLDBC) é mostrada a seguir.

5.1.1 Analises Térmicas - Caracterizacdo por Termogravimetria (TGA)

A Figura 11 mostra as curvas de TGA e DTGA, respectivamente das amostras de PGLD,
Curcumina (CC) e conjugado PGLDC. Na Tabela 1 estdo resumidas as principais caracteristicas
retiradas das curvas TGA e DTGA. Através da Tabela 1 é possivel observar que o teor de
umidade é maior no conjugado PGLDC na faixa de 25 — 147,5°C. Segundo a literatura, em
atmosfera ar, a curcumina ap6s a perda de umidade degrada termicamente em dois estagios e,
até 800°C a degradacdo é completa. Sendo a perda de maior teor a do segundo estagio de
degradacédo[79].
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Figura 11 TGA e DTGA comparativo PGLD, CC e Conjugado PGLDC

Tabela 1 Caracteristicas da analise térmica, retirada das curvas TGA e DTGA da Figura 11 Erro! Fonte de r

eferéncia ndo encontrada., respectivamente.

Amostras
Caracteristicas PGLD CcC Conjugado PGLDC
das perdas de massas
1°perda | Faixa (°C) 25 - 150 25 - 140 25-1475
Tm (°C) 43 106 68
Teor (%) 3,6 3 19
Assinagéo umidade umidade umidade
2°perda | Faixa (°C) 150 - 260 140 - 240 1475 - 340
Tm (°C) 230 166 222
Teor (%) 41 3,3 49
Assinacao grupos laterais grupos laterais grupos laterais
3°perda | Faixa (°C) 260-320 240 - 312 340 - 440
Tm (°C) 294 294 410
Teor (%) 27,2 8,6 18
Assinacao cadeia principal grupos laterais cadeia principal
4°perda | Faixa (°C) 320 -390 312 - 400 440 - 800
Tm (°C) - 348 -
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Teor (%) 16,3 19 2
Assinacao cadeia principal grupos alifaticos composto estaveis
5° perda | Faixa (°C) 390 - 800 400 - 800 -
Tm (°C) - 520 -
Teor (%) 12,8 66,1 -
Assinacédo compostos anéis aromaticos -
estaveis formados
Residuo (%) 3,5 - 12

Tm: temperatura de maxima degradacdo (determinada pela curva DTGA)
Faixa: inicio e final da degradacéo (curva TGA)

Teor: porcentagem de perda de massa (curva TGA)

Em nosso estudo a degradacdo térmica da curcumina também manifesta uma maior
perda de massa nos dois Ultimos estagios de degradacdo, com temperatura de maxima
degradacéo a 348°C (19% de perda) e 520°C (66,1% de perda). Porém, antes destas duas perdas
de massa consideravel, se observam dois estagios de perda de massa pequena, a temperatura de
méaxima degradagdo de 166°C (3,3%) e 294°C (8,6%). Atribuimos estas perdas aos grupos
laterais. A curcumina degrada completamente, ndo apresentando residuo a 800°C.

Logo apds a perda de umidade o PGLD apresenta uma temperatura de maxima
degradacéo a 230°C, neste estagio o polimero perde 40% de sua massa. Atribuimos esta perda
de massa ao grande volume de grupos hidroxilas terminais do dendrimero. O préximo estagio
de perda aparece a temperatura de maxima degradacdo de 294°C e representa um 27,2%,
atribuimos esta perda a quebra das ligagdes das ramas do polimero arborescente. As perdas de
massa que seguem, acreditamos seja de compostos estaveis que se formam na degradacéo. O
dendrimero de PGLD apresentou um residuo de 3,5% a 800°C.

No conjugado a perda dos grupos laterais ndo sofre mudangas se comparado ao PGLD
puro. Porém, o segundo estagio de degradagdo mostra uma estabilizagdo térmica, pela presenca
da curcumina. Neste estagio a temperatura de maxima perda se observa a 410°C.

A Figura 12 mostra comparativamente 0 TGA e DTGA dos conjugados estudados,
ambos tém o mesmo perfil de degradagdo térmica mostrando-se ligeiramente mais estavel o
conjugado PGLDCB. A curva DTGA, mostra que no penultimo estagio de degradacdo do
conjugado PGLDCB apresenta uma temperatura de maxima perda em 420°C, 10°C acima do
conjugado PGLDC. O conjugado PGLDCB também mostra um residuo maior a 800°C, igual a
13,88%.
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A Figura 13 e Figura 14 mostra 0 TGA e DTGA, respectivamente do dendrimero de
PGLD, quitosana e os filmes dos conjugados de Qui-PGLDC (QUI/PGLD:C) e Qui-PGLDBC

(QUI/PGLD:C-

Boro).
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Figura 13 TGA comparativo do dendrimero PGLD, da quitosana e dos filmes conjugados de QUI-PGLDC e

QUI-PGLDBC
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Figura 14 DTGA comparativo do dendrimero PGLD da quitosana e dos filmes conjugados de QUI-PGLDC e
QUI-PGLDBC

Na Figura 13 e Figura 14 as diferentes etapas de degradacdo sdo destacadas. Em todas
as amostras primeiramente acontece a perda de agua “a”. Na Figura 13 observamos que o teor
de agua nas amostras aumenta na seguinte ordem PGLD < Quitosana < Qui/PGLDC =
Qui/PGLDCB. Se observa que os filmes QUI- PGLDC e QUI-PGLDBC apresentam menor
estabilidade térmica. A estabilidade térmica dos materiais poliméricos fornecem informacéo
sobre sua estrutura conformacional e massa molecular [80]. A estabilidade térmica diminui na
seguinte ordem Quitosana > PGLD > Qui/PGLDC > Qui/PGLDCB. Esse resultado é se
esperado pois a quitosana € um polimero de alta massa molecular e forte interacdes intra e
intermoleculares [81]. Portanto apresenta estabilidade térmica maior comparado ao dendrimero
livre e ao conjugado, por apresentar maior massa molecular. Ja as biomenbranas apresenta um
perfil térmico semelhante ao do dendrimero livre, pelo fato da composi¢do Qui/PGLD:C e
Qui/PGLD:C-B ser 1:5.

Os filmes de quitosana com os conjugados seguem o perfil de degradacéo do dendrimero
de PGLD. Em uma primeira etapa degradacdo acontece a perda que atribuimos aos grupos
hidroxilas terminais “b”. Na segunda etapa de degradacao “c” acontece simultaneamente a
perda dos bracos do dendrimero e a degradacdo da cadeia de quitosana. A degradacédo da cadeia
principal de quitosana ¢ destacada pela letra “d”. A degradacdo destacada pela letra “e” nos
filmes dos conjugados, pode ser atribuida a degradacdo dos anéis benzénicos da curcumina.
Todas as amostras apresentam um residuo a 800°C, quitosana 22%, Qui/PGLD:C 15%,
Qui/PGLD:C-Boro 9% e PGLD 3%. Enfim, os filmes apesar de apresentarem baixa estabilidade
térmica comparada a quitosana, ainda sim torna um material viavel, pois isso ndo interfere na

sua aplicabilidade, onde a temperatura pode variar de 30 a 40°C [82], [83].
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5.1.2 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 15 e na Tabela 2 mostra comparativamente o espectro FTIR do PGLD, a
curcumina e o conjugado formado entre ambas as substancias. O espectro do PGLD mostra as
bandas caracteristicas desta macromolécula. A banda larga em 3330 cm™ é caracteristica das
macromoléculas dendriticas, sistema arborescente que possui hidroxilas nas extremidades
terminais [84]. Estas hidroxilas interagem entre sim através de ligacdo de hidrogénio intra e
intermolecular, diminuindo a forca da ligacdo O-H e, portanto, deslocando esta a menor nimero
de onda. Outras bandas caracteristicas do PGLD séo as vibracdes das ligacdes C-H, C-O-C e
C-OH em 2931 cm™ e 2874 cm™, 1113 cm, 1035 cm™, respectivamente.

As bandas de vibracéo das ligagdes caracteristicas do pd da curcumina tém sido relatada
por varios pesquisadores [85], [86],[87]. As vibracbes, mas importantes sdo destacadas no
espectro da Figura 15 , destacamos a banda em 3508 cm™, relativa a vibragdo do estiramento
da ligagdo O-H do OH livre, relativa ao fenol, seguida de uma banda larga em 3302 cm™ de
baixa intensidade relativa ao OH associado. A vibracdo da ligacdo C=C dos aneis benzénicos,
que caracterizam a curcumina, permitiram identificar a presenca dela no conjugado PGLDC,

pela banda de vibragio em 1647 cm™.



)

==

Transmitancia {

20 - Curcumina

4000 3500 3000 2300 2000 1500 1000
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Tabela 2 Atribuicdo das principais bandas de vibracdo observadas nos espectros FTIR da Figura 15

Bandas de vibragéo no espectro FTIR

Substéancia
a 3300 cm™ - banda larga->vibragdo de estiramento ligacdes
O-H (associados)
o i “E Hi ) b = 2931 cm™ > vibragéo de estiramento (v®) da ligagdo C-H
ot " A ')(" ¢ > 2874 cm™ > vibragéo de estiramento (v¥) da ligagdo C-H
)/ :E K R o d-> 1113 cm™ >vibracio estiramento da ligagdo C-O-C
~ I’ ) v R e—> 1035 cm™-> vibragéo estiramento da ligagdo C-O (H2C-OH)
PGLD a—>3508 cm™ > vibracio de estiramento ligagdes O-H livre
b->3302 cm™ - vibragdo de estiramento ligagdes O-H associado
o c—>3014 cm —>vibracdo de estiramento C-H (C (sp2))

HyCO
O
HO OH

enol

Curcumina

Conjugado PGLDC

d->2972 cm > vibragéo de estiramento C-H

e—>1629 cm™

f>1599 cm? Padréo fenilo, estiramento C=C do anel
g->1504 cm™

h->1421 cm™ - vibragéo da ligagdo =C-H

i=1274 cm™ > vibragdo da ligagio =C(O-H)

j= 1153 cm™ - vibracio da ligagdo C-O-C

k-> 1024 cm™ > vibragéo da ligagdo C-O(H)

I-> 958 cm™ - vibracio da ligagdo C-H (anel aromatico)

m-> 708 cm™ - vibrag&o da ligagdo C-H (anel aromatico)

a-> 3304 cm™ > vibragéo de estiramento ligagdes O-H
b->2935 cm™ > vibragéo de estiramento (v¥) C-H

c->2878 cm™ > vibragéo de estiramento (v¥) C-H

d->1647 cm™ > estiramento de ligagdo C=C do anel

e->1402 cm™ > estiramento de ligagdo =C-H

f-> 1110 cm™-> vibragéo de estiramento C-O-C

g-> 1035 cm™*-> vibragao estiramento da ligagdo C-O (H2C-OH)
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A Figura 16 e Tabela 3 mostra o espectro FTIR do conjugado formado entre curcumina
e 0 acido borico. O espectro FTIR mostra as bandas caracteristicas do PGLD comentadas
anteriormente, porém a diferenca do espectro FTIR do conjugado PGLD:Curcumina as bandas

que identificam a presenca da curcumina aparecem a numero de onda diferentes.

Transmitancia (%

Figura 16 Espectro FTIR do conjugado PGLDBC

Tabela 3 Atribuig8o das principais bandas de vibracdo observadas no espectro FTIR da Figura 16

Bandas de vibracao no espectro FTIR

Substéancia
a-> 3308 cm™ > vibragéo de estiramento ligagbes O-H
I”L b->2933 cm™ > vibragéo de estiramento (v°®) C-H
1_: f . M ”‘VU c—>2877 cm™ > vibragéo de estiramento (vV¥) C-H

_&r Y
1} o j\fr’“‘* L d->1591 cm™ - estiramento de ligagdo C=C do anel
- [ Y

J : g e—>1419 cm™ > estiramento de ligagdo =C-H
., f> 1107 cm™-> vibracéo de estiramento C-O-C
PGLD:Curcumina-Boro g-> 1034 cm™-> vibracéo estiramento da ligacdo C-O (H,C-OH)

A banda de vibracdo de estiramento da ligacdo C=C do anel aromatico da Curcumina
que aparece no espectro FTIR do conjugado PGLDC em 1647 cm™ no espectro FTIR da Figura
16 aparece em 1591 cm™. Também a banda de vibragéo da ligagdo =C-H de carbono olefinico
aparece em torno de 1419 cm™, a menor nimero de onda, o que sugere que a formagdo do
complexo do boro com os oxigénios da forma “ceto” e “enol” da curcumina, enfraquecem a

ligacdo C-H do carbono olefinico, observando-se a vibracdo desta ligacdo a menor nimero de
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A Figura 17 mostra comparativamente o espectro FTIR da quitosana e dos filmes de

quitosana contendo os conjugados PGLD:Curcumina e PGLD:Curcumina-Boro. As principais

bandas dos espectros FTIR sdo resumidas na Tabela 4.

40040 3500 30040 2500 20040 1500

10040

0o
40 =

&0

QuifPGLD:Curcumina-Baro

—_
=

Transmitancia {

g0
20 | d
0 - Quitosana N
=
E L | L | L | L | L E
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUmero de onda (cm’)

Figura 17 Espectro FTIR comparativo dos filmes de QUI e Qui-PGLDC e Qui-PGLDBC
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Tabela 4 Atribuigdo das principais bandas de vibracdo observadas no espectro FTIR da Figura 17

Substancia

Bandas de vibragéo no espectro FTIR

s n Oml;’?o-.h

NH
0=< OH

Quitosana

Qui-PGLDC

Qui-PGLDBC

a > 3326 cm* banda larga->vibragio de estiramento ligacdes O-
H, N-H, NH>

b = 2882 cm™ - vibracéo de estiramento da ligacdo, C-H, CHa.
¢ = 1653 cm™ banda Amida | = vibragéo da ligagdo C=0

d > 1578 cm banda Amida 11-> vibrago da ligacio NH:

e = 1027 cm™ > vibracéo estiramento da ligagio C-O(H)

a > 3291 cm banda larga->vibracio de estiramento ligacdes O-
H, N-H, NH>

b->2923 cm vibragdo de estiramento (v°) da ligagdo, C-H

c—> 2852 cm™ - vibracio de estiramento (v*) da ligagdo, C-H
d-=> 1747 cm™ - vibrac&o de ligagdo C=0

e = 1569 cm™ > vibracéo da ligacio C=C

f > 1415 cm™ > vibracéo da ligagio =C-H

e = 1035 cm™ > vibragéo estiramento da ligagio C-O(H)

a—>3291 cm banda larga->vibracio de estiramento ligacoes O-
H, N-H, NH>

b->2935 cm™-> vibragéo de estiramento (v°) da ligacéo, C-H
c—>2876 cm™ > vibragéo de estiramento (v*) da ligagéo, C-H
d->1640 cm™-> vibracéo da ligagio C=C

e->1415 cm™ >vibracio da ligagdo =C-H

f>1118 cm™ - vibracéo da ligagdo C-O-C

g—=>1022 cm™ - vibracéo da ligagdo C-O(H)

Da caracterizacdo estrutural por FTIR dos filmes, podemos destacar, primeiramente que

a banda de vibracdo da ligacdo O-H é mais estreita na mistura que no filme de quitosana. Para

mostrar de forma mais explicita, normalizamos esta regido do espectro, ver Figura 18. Na

Figura 18 se observa que a banda da vibragdo da ligacdo O-H é mais larga na quitosana,

mostrando que ha mais associacdo das hidroxilas, devido a proximidade entre as cadeias. Nos
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filmes da quitosana com os conjugados a presenca destes e sua interagdo com as cadeias diminui
a associacdo de hidroxila entre as cadeias de quitosana. O menor alargamento da banda de
vibracdo O-H no filme QUI-PGLDBC sugere que neste filme a interacdo conjugado — quitosana

é maior se comparado ao filme QUI-PGLDC.

— Qluitosana
—— QuiPGLD:Curcumina
— QuUiPGLD:Curcumina-Boro

Transmitancia Mormalizada

3800 3400 3200 3000
Mimero de onda (cm™)

Figura 18 Espectro FTIR Normalizado comparando a banda de vibragdo hidroxila dos filmes de QUI e Qui-
PGLDC e Qui-PGLDBC

Outra caracteristica a destacar da analise dos espectros FTIR da Figura 17 € que nos
filmes da quitosana com os conjugados ndo aparece a banda Amida | e Amida Il. Destacando-
se a banda que caracteriza o anel aromatico da curcumina (C=C, em 1640 cm™) no espectro
FTIR do filme QUI/PGLDC. Diferentemente, no espectro do filme QUI/PGLDBC a banda que
se observa é a banda da ligagdo carbonila C=0, em 1744 cm™. Esta banda de vibracéo ¢
caracteristica da curcumina na forma “ceto” que a forma na qual se forma o complexo com o
Boro. Este resultado confirma a presenca do complexo Curcumina-Boro no conjugado com

PGLD incorporado na quitosana.

5.1.3 Caracterizacao por Difracdo de Raios-X

A Figura 19 mostra comparativamente o difratograma de raios-X da curcumina e do
filme de quitosana contendo o conjugado PGLDC. A quitosana € um copolimero constituido de
segmentos estruturais de quitina e quitosana (quitina desacetilada). Segundo a literatura estes

segmentos estruturais apresentam um padrdo de difracdo correspondente a cinco reflexdes
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cristalinas na faixa 26 de 5 a 40°. As de maior intensidade corresponde ao plano cristalografico
[020] (26 <9°) e[110] (26 < 20°). Na medida que aumenta o grau de desacetilagdo a
intensidade de ambos os picos diminui, se deslocando a maior angulo (26). A intensidade do
primeiro pico decresce consideravelmente e se aproxima a 26 = 9°. Ja no segundo pico a

intensidade diminui menos e se aproxima a 26 = 20°[88].

0 40 -1a] a0

=
—
_

aul-PGLDC

curcumina s

(s 5]

28 (%)

Figura 19 DRX da curcumina e o filme QUI-PGLDC

No difratograma de raios-X do filme QUI-PGLDC apresentado na Figura 19,
observamos os picos de difracdo caracteristicos da quitosana em 26 igual a 9° e 20°
correspondendo aos planos cristalograficos [0 2 0] e [1 1 0]. O segundo pico apresenta um
alargamento que atribuimos a presenca do dendrimero de poliglicerol. Pois, se conhece da
literatura que os polimeros hiper ramificados ou arborescentes sdo materiais amorfos [89].

A curcumina utilizada no estudo apresenta o padrdo cristalino desta substancia pura,
mostrando os picos de reflex&o na faixa de 26 de 5° a 30°[90]. No difratograma do filme ndo

se distingue o padréo cristalino da curcumina devido a que este componente esta em menor



56

concentracdo e porque os angulos de reflexdo da curcumina estdo na mesma faixa de difracéo

da quitosana.

5.1.4 Caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Microscopia de Fluorescéncia (MF)

Conhecer a morfologia do filme de quitosana é importante ja que ela esta relacionada
com propriedades importantes, tais como porosidade e compatibilidade entre a matriz e os
conjugados. A Figura 20 (a) mostra a micrografia da superficie do filme de quitosana obtida
por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A micrografia mostra uma superficie densa,
levemente ondulada, sem rachaduras ou porosidade, mostrando 0 mesmo padrao ao longo da
imagem. A micrografia MEV da superficie de filmes de quitosana de elevada massa molar
mostram um perfil semelhante ao observado [91].

A micrografia Figura 20 (b) corresponde ao filme contendo o PGLD, a imagem também
se mostra regular observando-se uma superficie heterogénea de grandes agregados distribuidos
na extensdo do filme. O que sugere que o PGLD se dispersa completamente na matriz de
quitosana formando aglomerados que se distribuem de forma regular ao longo da matriz.

Na micrografia Figura 20 (c), correspondente ao filme de quitosana contendo o
conjugado PGLDC, se observa que o conjugado PGLDC forma estruturas irregulares, de

dimensdes nano e micro que se distribuem de forma regular em toda a extensdo da superficie.
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Figura 20 Micrografias das superficies dos filmes (a) Quitosana, (b) Qui-PGLD (c) QUI-PGLDC

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para estudar as propriedades dos filmes.
No filme QUI-PGLD obtivesse uma imagem escura (Figura 21), sem nenhuma emissao de luz,
0 que era esperado pelo fato destes materiais ndo apresentarem fluorescéncia.
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MM 75

Figura 21 Micrografia de Fluorescéncia 20x (foco objetivo) do filme QUI-PGLD

A Figura 22 mostra a imagem do conjugado PGLDC com 63x4 (foco objetivo X
aumento). Na imagem se observa a intensa emisséo verde da curcumina[92]. A emissdo de cor
verde esta distribuida no filme, confirmando que a incorpora¢do da curcumina no PGLD é
completa, formando um conjugado. Regides de maior emissdo, sinaladas na imagem com uma
lupa, sdo regibes que caracterizam agregados de 2 a 4 um de curcumina, podem ser atribuidas
a curcumina livre. Ja& a pequena regido escura observada na imagem, sugere PGLD ndo

conjugado com curcumina.
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Figura 22 Micrografia de Fluorescéncia 63x4 (objetivo x amplia¢do) do conjugado PGLDC

A Figura 23 mostra a imagem de microscopia de fluorescéncia do conjugado PGLDBC.
A imagem ndo é homogénea como a obtida para o conjugado PGLDC. Se observam regides
escuras, onde ndo ha emissdo fluorescente, atribuimos estas regides ao polimero PGLD néo
conjugado. Porém, as regides de maior emissdo, que atribuimos a curcumina livre no PGLDC,
sdo maiores (de 6 um a 8 um) no conjugado PGLDBC. Esperava-se agregados livres maiores
no PGLBC, pois a curcumina esta formando um complexo com o boro de razéo estequiométrica
2:1.

A microscopia de fluorescéncia (MF) foi importante, pois confirmou que ambos
conjugados, PGLDC e PGLDBC sao fluorescentes. Por tanto, ambos podem ser utilizados na
Terapia Fotodindmica. As imagens de MF também revelaram uma maior concentracdo de

curcumina livre no PGLDBC, formando agregados de maior tamanho.
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Figura 23 Micrografia de Fluorescéncia 63x4 (objetivo x ampliacdo) do conjugado PGLDBC

5.2 Estudo de Liberacao “in vitro”

A curcumina apresenta escassa solubilidade em agua [93]. Para que a curcumina seja
absorvida e alcance uma biodistribuicdo no tecido bioldgico, exercendo sua acao terapéutica,
precisa de um portador que exiba alta solubilidade em agua. Dentre os portadores de farmacos,
os dendrimeros de poliglicerol tém sido amplamente estudados devido a sua alta capacidade de
transporte, biodegradabilidade, baixa toxicidade e biodistribuicdo [94].

Neste trabalho foi escolhido o dendrimero de poliglicerol (PGLD) como portador dos
principios ativos estudados, curcumina e curcumina-boro. Em ambos os sistemas 0s principios
ativos sdo encapsulados no interior do dendrimero, formados se um sistema macromolecular
chamado de conjugado.

O estudo de liberacdo dos conjugados PGLDC e PGLDBC foi realizado em solucéo
tampdo de Fosfato e Salina-PBS (pH 7,4) e solucdo de acido cloridrico (pH 2,0) nas
temperaturas de 37°C e 40°C. A Figura 24 mostra a liberagdo dos dois sistemas estudados, em
pH= 2,0 e pH= 7,4 ambos a 37°C.
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UI-FGLDBC em KCI-HCI
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Figura 24 Estudo de liberacdo dos conjugados PGLDBC e PGLDC em pH=2,0 e pH=7,4 a 37°C

Na liberacdo a 37°C o perfil de liberagdo é semelhante em todos os sistemas. Porém, a
concentracdo de equilibrio é maior para o sistema PGLDC a pH=2 e em pH= 7,4 o0 sistema
PGLDBC é o que alcanga maior concentracdo de equilibrio. A liberacdo do principio ativo é
influenciada por dois fatores, a natureza da matriz que o carrega e a afinidade do principio pela
matriz e pelo meio [95]. A literatura mostra que a matriz de quitosana libera um maior teor de
principio ativo a pH menor que 7 [96], [97]. O que é esperado que aconteca pois em meio de
menor valor de pH a macromolécula se torna mais protonada, ficando estendida a conformacéo
da cadeia. Isto explica o maior teor de conjugado PGLDC liberado a pH=2.

Estudos da literatura mostram que a liberagdo em diferentes pH, em sistemas de
quitosana onde o principio ativo se liga covalentemente a matriz, também mostraram maior
liberacdo do farmaco a menores valores de pH[98]. O complexo boro:curcumina foi liberado
em maior concentracdo em pH neutro, revelando a afinidade do conjugado PGLDBC com o
meio a pH=7,4.

A Figura 25 mostra o perfil de liberagcdo dos dois sistemas estudados a pH=2 e pH=7,4
a 40°C. Diferentemente do esperado a liberacdo a 40°C atinge uma concentracdo no equilibrio
menor. Estudos mostram que a pH= 7 a quitosana apresenta uma transic¢ao de fase em torno de
30°C. Exibindo, portanto, uma baixa temperatura critica de solucdo (LCST, do inglés lower
critical solution temperature)[99]. Isto significa que a temperaturas abaixo do LCST (~ 30°C),
o gel de quitosana é inchado, hidratado e hidrofilico, e acima dele, o gel fica colapsado,
desidratado e hidrofobico. Os resultados obtidos mostram o quanto a temperatura influéncia nas

interagcOes intramoleculares, dificultando a liberag&o do principio ativo. A maior concentracdo
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no equilibrio a 40°C foi para o sistema PGLDC a pH= 2, nos outros sistemas a concentragdo

no equilibrio é semelhante.
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Figura 25 Estudo de liberagéo dos conjugados PGLDBC e PGLDC em pH=2,0 e pH=7,4 a 40°C

O perfil de liberacdo em todos os sistemas, em ambas as temperaturas e valores de pH,
se caracteriza por uma liberacdo em dois estagios. Primeiramente acontece uma liberacdo
abrupta, seguida de uma liberacdo constante. Este comportamento tem sido relatado na
literatura para sistemas de liberacdo nos quais a matriz polimérica é quitosana [100], [101],
[102], [103].

Na Figura 26 até a Figura 29, apresentam os sistemas de liberacdo mantendo constante
0 sistema e 0 meio de liberacdo, mudando-se apenas a temperatura. Pode ser observar de
maneira geral que em todos os sistemas 0 aumento da temperatura acarretou uma diminuicao

da liberacdo. O sistema de menor diferenca entre a temperatura e a concentracdo de equilibrio
é o sistema PGLDC.
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Figura 26 Estudo de liberacdo do conjugado PGLDBC em 37°C e 40°C a pH=2,0
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Figura 27 Estudo de liberacéo do conjugado PGLDC em 37°C e 40°C a pH=2,0
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Figura 28 Estudo de liberacdo do conjugado PGLDBC em 37°C e 40°C a pH=7,4
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Figura 29 Estudo de liberagéo do conjugado PGLDC em 37°C e 40°C a pH=7,4
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Para estudar a cinética de liberacdo, representada na Eq.1, os dados experimentais foram
ajustados a cinética de ordem zero (EQ.2), primeira ordem (Eq.3), Korsmeyer-Peppas (Eq.4),
Higuchi (Eq.5) [104].

QUI [PGLDC] - QUI + [PGLDC] 1)
[PGLDC) = kot + [PGLDC], )
In[PGLDC] = kst + In[PGLDC], ©)
[PGLDC]; n
[PGLDCloo kkpt “)
[PGLDC] = kyt1/? (5)

Onde [PGLDC] é a concentracdo do complexo liberado no tempo, determinado por
UVvis, por meio da curva de calibracdo, [PGLDC]. é a concentracdo do complexo no
equilibrio, t o tempo, n é a constante do processo de difusdo, ko, K1, Kkp, kn, as constantes de
velocidade das cinéticas de ordem zero, primeira, Korsmeyer-Peppas e Higuchi,
respectivamente.

A Figura 30 mostra o ajuste dos dados a cinética de ordem zero, os dados cinéticos sao

resumidos na Tabela 5.

0,4

018 - PGLDBC em pH 2,0

PGLDC em pH 2,0
PGLDBC empH 7,4
PGLDC em pH 7,4

(2]

0,16 - PGLDBC em pH 2,0 o
PGLDC em pH 2,0
PGLDBC em pH 7,4
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Figura 30 Ajuste dos dados cinéticos a ordem zero



Tabela 5 Dados cinético do ajuste dos dados a ordem zero
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Temperatura pH Sistema R? Ko (ug/L.min)

20 Qui-PGLDBC 0,9946 0,0005

37°C Qui-PGLDC 0,9824 0,0011
74 Qui-PGLDBC 0,8513 0,0003

Qui-PGLDC 0,8184 0,0010

20 Qui-PGLDBC 0,5963 0,0021

40°C Qui-PGLDC 0,9364 0,0021
74 Qui-PGLDBC 0,5806 0,0014

Qui-PGLDC 0,9952 0,0006

A Figura 31 mostra o ajuste dos dados a cinética de primeira ordem, os dados cinéticos

sdo resumidos na Tabela 6.
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Figura 31 Ajuste dos dados cinéticos a primeira ordem
Tabela 6 Dados cinético do ajuste dos dados a primeira ordem
Temperatura pH Sistema R? ki (min?)

20 Qui-PGLDBC 0,9705 0,0113
37°C Qui-PGLDC 0,9975 0,0104
74 Qui-PGLDBC 0,9826 0,0251
Qui-PGLDC 0,9986 0,0051
20 Qui-PGLDBC 0,3394 0,0041
40°C Qui-PGLDC 0,9598 0,0104
74 Qui-PGLDBC 0,6206 0,0028
Qui-PGLDC 0,8325 0,0145
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A Figura 32 mostra o ajuste dos dados a cinética da equacdo de Korsmeyer-Peppas

linearizada, os dados cinéticos sdo resumidos na Tabela 7.

Ln([Conc.Complexo]/[Conc.Equil]) a 37°C

PGLDBC pH 2,0
® PGLDC pH 2,0
A PGLDBCpH 7,4
PGLDC pH 7,4

L
35

L L
4,5 50

In(t) min

0,0 |

0,6

12 -

18 |

24+
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30+

® PGLDBCpH 2,0
® PGLDC pH2,0
A PGLDBC pH7.4

PGLDC pH74
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L L L L
35 40 45 5,0
In t (min)

Figura 32 Ajuste dos dados cinéticos a Korsmeyer-Peppas

Tabela 7 Dados cinético do ajuste dos dados a Korsmeyer-Peppas

Temperatura pH Sistema R? n Kkp

20 Qui-PGLDBC 0,9907 0,8208 1,7763

37°C Qui-PGLDC 0,95203 0,7402 1,6152

74 Qui-PGLDBC 0,9819 1,8134 2,4735

Qui-PGLDC 0,9468 0,3601 1,0592

20 Qui-PGLDBC 0,6185 0,3510 0,4973

40°C Qui-PGLDC 0,7938 0,7023 1,3949
74 Qui-PGLDBC 0,8568 0,2242 0,0717

Qui-PGLDC 0,9996 0,7242 1,5266
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A Figura 33 mostra o ajuste dos dados a cinética de Higuchi, os dados cinéticos sdo

resumidos na Tabela 8.

o
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Figura 33 Ajuste dos dados cinéticos a Higuchi

Tabela 8 Dados cinético do ajuste dos dados a cinética de Higuchi

Temperatura pH Sistema R? Kn

Qui-PGLDBC  0,9128 0,0224

37°C 20 Qui-PGLDC 0,5815 0,0049
74 Qui-PGLDBC  0,9216 0,0136

Qui-PGLDC 0,9793 0,0281

20 Qui-PGLDBC  0,8594 0,0882

40°C Qui-PGLDC 0,8313 0,0527
.4 Qui-PGLDBC  0,8769 0,0841

Qui-PGLDC 0,9268 0,0277

A partir do ajuste dos dados aos diferentes modelos cinéticos estudados, podemos

concluir que o modelo de Korsmeyer-Peppas foi o que ajustou melhor, de maneira geral, todos

os sistemas. Este resultado coincide com trabalhos anteriores onde se estuda a liberacdo de

diferentes principios ativos incorporados a matriz quitosana [105].

Pelo ajuste dos dados ao modelo de Korsmeyer-Peppas podemos determinar o

mecanismo de liberacdo, a partir do valor do expoente n, como exposto a seguir:

e n< 0,5 Difusédo Fickiana

e 0,5<n<1,0Difusdo ndo Fickiana / Transporte anémalo
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e n>1,0 Transporte do tipo Caso Il (erosdo da matriz polimérica)

Pelos resultados obtidos tivemos um comportamento Fickiano nos seguintes sistemas:
Qui-PGLDC (37°C) pH 7,4; Qui-PGLDBC (40°C) pH 2,0 e Qui-PGLDBC (40°C) pH 7,4.
Portanto, os parametros cinéticos obtidos para estes sistemas indicam que a taxa de difusdo é
muito mais lenta do que a taxa de inchago (maior relaxacdo das cadeias) da matriz polimerica
e, portanto, a liberagéo foi controlada pelo mecanismo de difusdo molecular.

A difusdo teve um comportamento anémalo, ndo Fickiano, nos sistemas: Qui-PGLDBC
(37°C) pH 2,0; Qui-PGLDC (37°C) pH 2,0; Qui-PGLDC (40°C) pH 2,0 e Qui-PGLDC (40°C)
pH 7,4. A difusdo ndo Fickiana ou anémala € aquela na qual a taxa de difusdo e a taxa de
inchagco da matriz sdo compardveis. Portanto, existe uma superposicdo entre estes dois
mecanismos e o sistema de liberacdo é complexo.

Apenas um sistema Qui-PGLDBC (37°C) pH 7,4 mostrou o transporte do tipo Super
Tipo Il relativo a erosdo da matriz polimérica. Neste sistema o mecanismo de difusdo é
controlado pelo relaxamento da cadeia macromolecular. E dizer o relaxamento da cadeia,
erosao ou degradacao da matriz € quem determina a difuséo.

Calculamos a constante de velocidade Korsmeyer-Peppas kkp (Tabela 9) a partir dos
expoentes determinados no ajuste dos dados, os valores encontrados correspondem ao valor

médio de 5 concentrag¢fes do conjugado.

Tabela 9 Constante de velocidade Korsmeyer-Peppas

Temperatura pH Sistema Kkp Desv.Padrdo
20 Qui-PGLDBC 00029  0,0001
37°C Qui-PGLDC 0,0078 0,0007
74 Qui-PGLDBC  752E-06  9,15E-07
Qui-PGLDC 0,0471 0,0025
20 Qui-PGLDBC 0 1576 0,0238

40°C Qui-PGLDC 0,0181 0,0034
Qui-PGLDBC 0,3796 0,0195

7.4 _
Qui-PGLDC 0111 0,0002

A constante de velocidade do processo de liberagdo kkp € diretamente proporcional da
constante de difuséo e, portanto, depende das propriedades estruturais e fisicas do complexo

liberado e da matriz e quitosana. O sistema de maior constante de velocidade Qui-PGLDBC



70

40°C, pH 7,4; e o mais baixo foi exatamente 0 mesmo sistema a 37°C. Este resultado ¢ bom
porque as feridas infectadas apresentam altas temperaturas. A constante de velocidade de
liberagdo kkp para ambos os pH, segue um comportamento tipo Arrhenius, aumenta com 0
aumento da temperatura, com excepcéo do sistema Qui-PGLDC a pH 7,4.

Os valores da constante de velocidade de liberacdo kkp obtidas no trabalho séo
semelhantes as encontradas no estudo de liberacdo do antibidtico vancomicina desde
microparticulas de quitosana [106].

Diante destes resultados, podemos destacar que os materiais estudados sdo propicios
para serem aplicados na ferida em ambos pH. Visto que em muitas bibliografias relatam a
variacdo de pH como um fator importante para o processo de cicatrizacdo. Pois a cicatrizacdo
de feridas ocorre de forma mais eficaz em pH acido, deixando um microambiente de protecdo
contra microorganismos, como forma de barreira e melhor reparacdo. E assim explica a
dificuldade ou demora para cicatrizagdo em feridas cronicas que apresenta um ambiente
alcalino [107].

5.3 Avaliacgao da atividade antimicrobiana in vitro da Curcumina e
do PGLDBC e PGLDC

Como explicado na metodologia o teste utilizado para estudar a atividade
antimicrobiana dos conjugados PGLDBC e PGLDC foi 0 método de disco-difusdo. A atividade
antimicrobiana é proporcional ao didmetro do disco formado e, representa a auséncia do
crescimento da bactéria. Primeiramente, foi estudada a concentracdo minima inibitoria (CMI)
concentracédo a partir da qual a substancia apresenta atividade antimicrobiana. Para este estudo
comparamos escolhemos a curcumina e o conjugado PGLDC. A curcumina ndo apresentou
atividade antimicrobiana para nenhuma das concentragdes estudadas. O que confirmou a
importancia do PGLD como carregador da curcumina. Os dados dos halos inibitérios do
complexo PGLDC para as concentracfes estudadas estdo resumidos na Tabela 10, estes
representam o valor médio de 3 medidas. No estudo foi usado como controle positivo o

antibiotico cefalexina, sendo os valores do halo: 18,67 + 2,31 para E. coli e, 33,33 + 2,31.



71

Tabela 10 dados dos halos inibitérios do complexo PGLDC.
Microrganismo

Concentracdo
ug/mL E. coli S. aureus

10 - 7,33+0,76

25 - 9,33+0,58

50 - 10,77 + 1,12
100 - 13,67 +1,26
200 - 15,83 +£0,58
400 - 16,83 + 0,29
500 7,00 0,00 16,33 +1,53
700 7,07 £0,12 16,33 + 1,53
1000 9,00 + 1,00 18,33 +0,58
1250 12,50+ 1,41 19,00+ 1,73
1500 12,67 £2,31 18,67 +0,58
1750 11,33 +2,08 18,83 +0,29
2000 11,33+1,53 18,17 +2,36

Segundo os resultados, mostrados na Tabela 10, podemos comprovar que a curcumina
na forma do conjugado PGLDC inibe o crescimento de ambas as bactérias estudadas. Este
resultado € importante porque estas bactérias atuam nas feridas inibindo o crescimento, a
divisdo celular e, portanto, a formacgéo de biofilme. Uma ampla quantidade de artigos cientificos
confirma este resultado[108]. Os resultados obtidos também mostram que a inibicdo dos
microorganismos € maior, quanto maior for a concentracdo de curcumina. Neste trabalho, sob
as condi¢des experimentais usadas, a CMI para o microorganismo E. coli € 500 ug/mL e para
S. aureus 10 pg/mL. Sendo, portanto, o complexo PGLDC mais efetivo no ataque ao
microorganismo S. aureus. O maior efeito da curcumina contra 0 microorganismo S. aureus
também é relatada na literatura[109].

Para o estudo da terapia fotodindmica dos conjugados PGLDBC e PGLDC escolhemos
duas concentragdes a de 500 ug/mL e 2000 ug/mL. As concentra¢des dos conjugados foram
estudadas para os dois microorganismos sem Laser e, com Laser mudando o tempo de
exposi¢do. Os resultados do halo inibitorio sem o efeito da radiacdo do laser sdo reportados na
Tabela 11 e com laser na Tabela 12 .



Tabela 11 Halo inibitério sem laser.

72

PGLDC PGLDBC
Microorganismo [ 500 ,g/mL 2000 pg/mL 500 ng/mL 2000 pg/mL
E. coli - -
S.aureus 7,54 £ 0,47 11,70 £ 0,40 7,03+0,10 11,15+0,12
Tabela 12 Halo inibitério com laser diferentes tempos
Tempo PGLDC PGLDBC
Micro | (min) | 500ug/mL | 2000 ug/mL | 500 pg/mL 2000 pg/mL
- 1 - - - -
E. coli
7 - - - -
1 8,55+ 0,41 13,60 £ 0,32 7,18+ 0,34 11,50 £ 0,16
S.aureus
7 8,70+£0,11 13,88 £ 0,13 7,52+0,21 11,78 £0,21

Neste estudo ndo foi observada atividade antimicrobiana contra a bactéria E.coli. Isto

ndo quer dizer que os complexos ndo tenham agdo antimicrobiana contra esta bactéria, pois foi

mostrado sua atividade nos experimentos anteriores. Porém, o fato de ser experimentos

realizados em datas diferentes as substancias podem ter perdido sua atividade antimicrobiana

para esta bactéria.

Os resultados obtidos nas Tabelas 11 e 12 acima confirmam a ac¢do antimicrobiana dos

complexos contra a S.aureus. Comprovando-se o aumento da atividade antimicrobiana

promovido pelo uso do Laser. Confirmando o uso destes materiais para terapia fotodinamica.

Também podemos comprovar, que o aumento do tempo de radiacdo favoreceu a acgdo

antibacteriana, obtendo-se um halo maior de inibicdo para 7 min. Este resultado estd em acordo

com o relatado na literatura[110].
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6 CONCLUSAO

A curcumina na forma dos conjugados PGLDBC e PGLDC mostrou atividade
antimicrobiana contra a S. aureus, sendo esta atividade potencializada pela acdo do Laser.
Portanto, o objetivo principal da presente Tese de Doutorado foi alcang¢ado. Permitindo concluir
que ambos os sistemas, Qui-PGLDBC e Qui-PGLDC, estudados podem ser utilizados na
terapia fotodindmica, para tratamento de feridas cutaneas.

Para chegar no objetivo final, objetivos especificos foram atingidos durante o
desenvolvimento da Tese de Doutorado. As conclusdes destes objetivos sdo resumidas a segulir.
A formacéo dos conjugados foi comprovada pela espectroscopica FTIR, por meio das bandas
de vibracdo caracteristicas de todas as substancias estudadas. O FTIR também foi util para
comprovar a presenca destes conjugados na matriz de quitosana. A analise da banda de vibracao
da ligacdo O-H nas biomembranas sugeriu que, a interagdo entre a quitosana e os conjugados
foi maior no sistema Qui-PGLDBC.

A anélise termogravimetrica foi atil para identificar o teor de umidade e os estagios e
porcentagem de degradacdo dos materiais, conjugados e das biomembranas. Os conjugados
mostraram um perfil semelhante de degradacdo. JA a biomembrana de quitosana perdeu
estabilidade térmica quando foram incorporados os conjugados Qui-PGLDBC e Qui-PGLDC.
Porém, isto ndo afeita a aplicacdo das biomembranas no uso como curativo cutaneo.

O difratograma de raios-X da biomembrana Qui-PGLDC mostrou o padréo cristalino
da quitosana e a presenca do PGLD, ja os picos cristalinos da curcumina ndo foram observados.

A superficie do conjugado Qui-PGLDC observado no MEV mostrou que o conjugado
se dispersa na quitosana e se distribui de forma regular ao logo da matriz. A microscopia de
fluorescéncia confirmou que ambos conjugados, PGLDC e PGLDBC sao fluorescentes. Por
tanto, ambos podem ser utilizados na terapia fotodinamica.

O estudo de liberacdo de ambas biomembranas, Qui-PGLDBC e Qui-PGLDC, a
diferentes pH (2 e 7,4) e duas temperaturas (37°C e 40°C) foi importante para concluir sobre a
cinética e mecanismo de difusdo dos conjugados. Ambos os sistemas estudados se caracterizam
por dois estagios de liberacdo (uma liberacdo rapida no inicio, seguida de um estagio de
liberacdo constante). A andlise cinética do primeiro estagio de liberacdo mostrou que todos 0s
sistemas se ajustaram melhor a cinética de Korsmeyer-Peppas. O que permitiu estudar o

mecanismo de difusdo, mostrando que este foi diverso, dependendo dos conjugados e dos
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parametros pH e temperatura. O mecanismo teve uma difusdo Fickiana preferentemente para o
sistema Qui-PGLDBC a 40°C, em ambos os pH estudados. O sistema Qui-PGLDC sé mostrou
comportamento Fickiano a 37°C e pH 7,4. Respeito a constante de velocidade do processo de
difusdo kkp, de maneira geral foi maior a 40°C. Sendo este comportamento importante para o
tratamento de feridas infestadas.

Finalmente o estudo microbioldgico, mostrou que os conjugados sdo efetivos para a
bactéria S. aureos. Sendo a atividade antimicrobiana potencialmente ativada em ambos 0s

conjugados, pela presenca da radiacdo Laser estudada.
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