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RESUMO

A atividade antimicrobiana da curcumina associada a terapia fotodindmica € um
tratamento promissor para feridas cutdneas. Os complexos metalicos de curcumina
aumentam as propriedades antimicrobianas e a biodisponibilidade da curcumina e
diminuem a toxicidade do metal. Este trabalho teve como objetivo sintetizar complexos
metalicos de curcumina com zinco e cobre como agente antimicrobiano em
membranas de quitosana para terapia fotodinamica. A sintese foi realizada na
proporgdo 1:1 curcumina:ion metdlico (Zn?* ou Cu?*) em refluxo por 1 hora a 80°C,
utilizando etanol como solvente. Os complexos foram secos e caracterizados pelas
técnicas de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia Raman, espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescéncia,
analise térmica (DSC e TGA), miscroscopia eletronica de varredura (MEV), e
difratometria de raios X (DRX). Além disso, foram realizados testes para estimar a
inibicdo do crescimento bacteriano. Os complexos foram incorporados, por mistura
em solugdo, na matriz de quitosana para obter as membranas. As membranas de
quitosana contendo os complexos de curcumina Zn?* ou Cu?* foram caracterizadas
por FTIR, TGA e DSC. Foi estudada a inibigao do crescimento bacteriano associada
a terapia fotodindmica das membranas, utilizando-se um laser emissor de radiagcao de
440-480 nm. Foram feitos testes de liberacéo in vitro dos complexos presentes na
membrana, comparando-se com a curcumina pura. A caracterizacao fisico-quimica
confirmou a sintese de complexos de curcumina Zn?* e Cu?*. O MEV mostrou que a
morfologia dos complexos de curcumina Zn?* e Cu?* é diferente. As membranas de
quitosana, contendo os complexos, mostraram inibigao bacteriana potencializada pela

terapia fotodinamica. A liberacéo é exibe comportamento controlado no tempo.

Palavras-chave: curcumina, complexos metalicos, quitosana, terapia fotodinamica,

tratamento de feridas.



ABSTRACT

The antimicrobial activity of curcumin associated with photodynamic therapy is a
promising treatment for skin wounds. Curcumin metal complexes increase the
antimicrobial properties and bioavailability of curcumin and decrease metal toxicity.
This study aimed to synthesize curcumin metal complexes with zinc and copper as
antimicrobial agents in chitosan membranes for photodynamic therapy. The synthesis
was performed in a 1:1 curcumin:metal ion (Zn?* or Cu?*) ratio under reflux for 1 hour
at 80°C, using ethanol as a solvent. The complexes were dried and characterized by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, UV-Vis
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, thermal analysis (DSC and TGA), scanning
electron microscopy (SEM), and X-ray diffractometry (XRD). In addition, tests were
performed to estimate the inhibition of bacterial growth. The complexes were
incorporated into the chitosan matrix by mixing in solution to obtain the membranes.
The chitosan membranes containing the Zn?* or Cu?* curcumin complexes were
characterized by FTIR, TGA and DSC. The inhibition of bacterial growth associated
with photodynamic therapy of the membranes was studied using a 440-480 nm laser.
In vitro release tests of the complexes present in the membrane were performed,
comparing them with pure curcumin. The physicochemical characterization confirmed
the synthesis of Zn?* and Cu?* curcumin complexes. SEM showed that the morphology
of the Zn?* and Cu?* curcumin complexes is different. The chitosan membranes
containing the complexes showed potentiated bacterial inhibition by photodynamic

therapy. The release behavior is controlled over time.

Keywords: curcumin; metal complexes; chitosan; photodynamic therapy; wounds

treatment.
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1. INTRODUGAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil
passa por um processo de envelhecimento populacional. Ou seja, cresce
constantemente o niumero de pessoas com 60 anos ou mais.

Com base nos dados do censo de 2022, a populacdo com 60 anos ou mais
cresceu 56% em relacao a 2010. Ja a populagédo acima dos 65 anos cresceu 57,4%
em comparagao a 2010, representando, atualmente, cerca de 10,9% da populagao
brasileira. De acordo com a Figura 1, a proporgéo de pessoas com mais de 65 anos
cresceu de 4,0% em 1980, para ja mencionados 10,9% em 2022, evidenciando um

aumento de aproximadamente 175,0% (Agéncia IBGE Noticias, 2023).
Brasil, por grupos etarios especificos

Proporcao da populacao residente - 1980/2022 (%)

1980 38,2 57,7 4,0

1991 347

2000 296
2010 24,1 68,5 74

2022 19,8 69,3 10,9

Populagdo de Oa 14 anos [ Populagdo de 15 a 64 anos . Fopulagio de 85 anos ou mais
Fante: Censo Demogréfico 2022: Populagéo por idade e sexo - Resultados do universo '!!ﬁl‘r- ,ﬂ.EEI‘!(IA IBGE :H-IBGE
Figura 1 - Propor¢ao da populacgao brasileira em relagdo a alguns grupos etarios

especificos.
Fonte: Agéncia IBGE Noticias, 2023.

Baseado em projegdes, em 2070 o Brasil devera ter cerca de 37,8% da

populagéo idosa (Agéncia IBGE Noticias, 2024). Apesar de constituir um indicador de
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melhora nas condi¢des de vida, pois reflete o crescente acesso a servicos de saude
e aos avancos tecnologicos, o0 aumento da cobertura de saneamento basico e o0 maior
nivel de escolaridade e de renda, a expansado do numero de pessoas na faixa etaria
relativa aos idosos traz consigo grandes desafios (Ministério da Saude).

Muitos destes desafios sdo referentes a saude e a qualidade de vida destas
pessoas, pois englobam a criagdo e aplicagdo de politicas publicas que sejam
capazes de prevenir ou mesmo acompanhar o desenvolvimento e tratamento de
doengas crbnicas ou agudas que podem acometer principalmente os idosos
(Ministério da Saude).

Dentre estas doencgas, destacam-se as feridas cutaneas, que caracterizam-se
como lesbes que comprometem a integridade da pele, podendo variar em
profundidade, extensdo e gravidade. As feridas cutdaneas podem surgir devido a
diversos fatores, como traumas fisicos, Ulceras de pressdo, queimaduras, infeccoes,
doencas cronicas e processos inflamatorios, sendo classificadas em agudas, isto &,
quando cicatrizam em um curto periodo, ou cronicas, ou seja, quando apresentam um
longo ou continuo processo de cura (Barros; Lima e Bunhak, 2022).

Comumente, o tratamento das feridas cutaneas é realizado por meio de um
conjunto de técnicas, que engloba a limpeza adequada da ferida, a remogao de
tecidos desvitalizados e a utilizagdo de um curativo apropriado. A escolha do curativo
deve ser baseada no conhecimento e na avaliagdo das condigdes fisiopatoldgicas do
paciente. A aplicacdo do curativo € uma parte essencial do procedimento, pois pode
prevenir complicagdes, como infecgdes bacterianas e amputacgdes, favorecendo a
recuperacao da pele e o aumento da qualidade de vida do paciente (Chen; et al.,
2024).

Diferentes tipos de curativos podem ser utilizados, como hidrocoloides,
alginatos, espumas, filmes transparentes e membranas. A melhor alternativa depende
das caracteristicas da lesdo. As membranas sdo uma opg¢ao bastante viavel para o
tratamento de feridas cutaneas, pois possibilitam a liberagcdo de farmacos que podem
auxiliar no processo de cicatrizagao (Nébrega; et al., 2022).

Membranas baseadas em quitosana, um biopolimero, tem acao
antibacteriana e anti-inflamatéria, estimulando o processo de cicatrizacdo. Além disso,
€ possivel incorporar agentes terapéuticos, como farmacos e fitoterapicos, nestas
membranas a fim de otimizar o processo de regeneragao tecidual. A curcumina, por

exemplo, que é uma substancia encontrada na curcuma, possui atividades
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antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana, sendo, portanto, um principio ativo
capaz de favorecer a cicatrizagao de feridas cutaneas quando presentes em curativos.
Porém, uma de suas propriedades € a hidrofobicidade, o que diminui
consideravelmente sua biodisponibilidade. Para modificar esta propriedade e
melhorar a interagdo da curcumina com o organismo, é possivel preparar complexos
metalicos contendo curcumina como ligante. Dessa forma, além de aumentar a
biodisponibilidade da curcumina, € possivel utilizar ions metalicos na complexacgao
que também possuam caracteristicas desejaveis no tratamento de feridas cutaneas,
como o cobre e o zinco, que possuem atividade antimicrobiana (Prasad; et al., 2021).

As feridas cuténeas ja sdo consideradas uma epidemia e constituem um
problema de saude publica, devido ao grande numero de casos novos e reincidentes
e ao tempo de tratamento razoavelmente longo. Devido a isso, métodos mais eficazes,
que propiciem uma cicatrizagdo mais rapida estdo sendo empregados (Costa; et al.,
2022). A terapia fotodindmica associada aos curativos tem sido utilizada com esta
finalidade. A terapia fotodinamica faz uso da interacdo entre a radiagao
eletromagnética e substancias quimicas, chamadas fotossensiveis, para aumentar a
eficacia do tratamento de diversas doengas, como das feridas cuténeas e alguns tipos
de cancer (Li; et al., 2024).

Dessa forma, o desenvolvimento de novos tipos de tratamento para feridas
cutaneas tem sido estudado, a fim de promover mais saude e qualidade de vida aos
pacientes acometidos com tais doengas. Em fungao disso, este estudo objetivou a
obtencdo de membranas antimicrobianas de quitosana contendo os complexos
metalicos Zinco-Curcumina (Zn-CUR) e Cobre-Curcumina (Cu-CUR) para utilizacao,

associadas a terapia fotodindmica, no tratamento de feridas.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a sintese de complexos metalicos de zinco

e cobre contendo curcumina como ligante e a incorporagao destes complexos a uma

matriz de quitosana, visando a obtengdo de membranas poliméricas com atividade

antimicrobiana para a utilizacdo em terapia fotodinamica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Os objetivos especificos deste trabalho sdo descritos nos itens (a) a (i):
Obter os complexos metéalicos Zinco (ll)-Curcumina (ZNnCUR) e Cobre (l)-
Curcumina (CuCUR);

Caracterizar os complexos metalicos, bem como a curcumina pura, por meio
das técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR — do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy),
espectroscopia Raman, espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-
Vis) e espectroscopia de fluorescéncia,

Analisar a morfologia e a microestrutura dos produtos obtidos, em comparagao
com a curcumina, por meio das técnicas de microscopia eletronica de varredura
(MEV) acoplada a espectroscopia de energia dispersiva (EDS — do inglés
energy dispersive scan) e difratometria de raios X (DRX);

Testar a atividade antimicrobiana in vitro dos complexos e da curcumina pura;
Preparar as membranas de quitosana contendo os complexos ZnCUR, CuCUR
e a curcuming;

Caracterizar as membranas produzidas por meio da técnica de espectroscopia
na regiao do infravermelho com transformada de Fourier;

Avaliar o comportamento térmico, por meio das técnicas de analise
termogravimétrica (TGA — do inglés thermogravimetric analisys) e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC — do inglés differential scanning calorimetry), dos
complexos, da curcumina e das membranas;

Estudar a atividade antimicrobiana in vitro das membranas associada a terapia
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fotodinamica;
i) Realizar ensaios de liberacéo in vitro dos complexos metélicos e da curcumina

presentes nas membranas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 FERIDAS CUTANEAS

A pele é o 6rgdo que recobre toda a superficie do corpo humano e
desempenha a funcéo de proteger o organismo de agentes externos. E provida de
resisténcia, flexibilidade e capacidade regenerativa, porém, € suscetivel a danos ou
lesbes que podem causar varios problemas na sobrevivéncia do organismo (Barros;
Lima e Bunhak, 2022; Costa; et al. 2022).

As feridas cutaneas séo definidas como interrup¢cbes que ocorrem na
estrutura da pele e podem ser ocasionadas por diversos traumas, como o0s de
natureza fisica, quimica, mecéanica ou ainda por conta de complica¢cdes clinicas. As
feridas cutaneas geram danos devido a ruptura da pele e podem causar infeccdes
agudas ou crbnicas (Barros; Lima e Bunhak, 2022; Costa; et al. 2022; Nobrega; et al.,

2022). A Figura 2 apresenta um esquema das principais lesdes da pele.

Diferentes tipos de feridas cutaneas

/ )

Cortes e laceragdes Feridas cirargicas Queimaduras Ulceras por pressio ou

Figura 2 - Tipos de feridas cutaneas.
Fonte: Adaptado de Loo; et al., 2022.

Em razdo de uma lesédo a pele, desencadeia-se o processo de reparagao
tecidual que tem como objetivo recuperar a sua estrutura. Varias patologias podem
prolongar esse processo, como por exemplo as Ulceras de pés diabéticos, as Ulceras
por pressdo e doencas vasculares (Costa; et al., 2022). Além disso, a cicatrizacao
completa de feridas pode ser impedida ou atrasada por infeccbes bacterianas e
resisténcia a medicamentos, tornando as feridas cutaneas significativamente ligadas

a morbidade e mortalidade (N6ébrega; et al., 2022).
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Feridas crbnicas referem-se aquelas que ndo sao curadas em um periodo
entre trés semanas e trés meses e, por isso, ndo passam pelo processo de
cicatrizacdo adequado, que visa reestabelecer a integridade funcional anatémica e
fisiologica da pele. S&o frequentemente associadas a infec¢gdes microbianas, seguidas
por um processo inflamatorio prolongado, recorrente, multifacetado e heterogéneo. A
infeccdo de feridas cutaneas locais pode levar a complicacGes sérias, como sepse,
gue nao apenas agravam a doenca primaria, mas também colocam em risco a
integridade fisica do paciente (Chen; et al., 2024). A maior ocorréncia das feridas
cronicas € em pacientes idosos e diabéticos e podem ocasionar incapacitacao e
amputacdo (Valente; Teixeira e Paula; 2023).

O tratamento de feridas representa um desafio terapéutico com impacto
econdmico significativo nos sistemas de saude em todo o mundo, com seu custo
aumentando acentuadamente. A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo que
envolve muitas etapas, podendo ser dividida de forma resumida em trés fases: (1)
hemostasia e inflamacéo, (2) proliferacdo com formacéo de tecido de granulacao e (3)
remodelagédo, com formagé&o de novo epitélio e cicatrizagdo (Yang; et al., 2020).

Infeccbes em feridas cutaneas podem ser causadas por uma ampla variedade
de microrganismos incluindo bactérias, fungos, virus e parasitas. Uma das bactérias
mais comuns responsaveis por essa condicao é a Staphylococcus aureus, que ja esta
normalmente presente na pele e, que devido a desordens de causas diversas, pode
se tornar um problema (Paschoal; et al., 2013; Vollono; et al., 2019).

Devido a esses fatores, o desenvolvimento de materiais e técnicas que
auxiliem no processo de cicatrizacéo de feridas e controle de infeccGes é essencial.
Existem muitas substéncias que possuem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antibacterianas. Uma delas € a curcumina, uma substancia natural,

com baixissima toxicidade e amplo espectro de aplicacdo na area medicinal.

3.2 CURCUMINA

A curcumina é uma substancia presente na espécie Curcuma longa L., planta
originaria do sudoeste da Asia, que é popularmente conhecida no Brasil como agafrao.
A curcumina é utilizada ha muito tempo como ingrediente culinario e para fins

medicinais, principalmente em problemas do trato intestinal e, nos ultimos anos, tem
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sido empregada no desenvolvimento de materiais (Paschoal; et al., 2013; Vollono; et
al., 2019; Yang; et al., 2020).

A extracdo da curcumina € feita a partir do rizoma da planta, que possui trés
pigmentos curcumindides e é rico em outras substancias, tais como 0Oleos volateis,
acucares, proteinas e resinas. Apos o processamento, obtém-se um pé de coloracao
gue varia do amarelo ao amarelo-alaranjado (Paschoal; et al., Vollono; et al., 2019;
Yang; et al., 2020).

A fracdo composta pelos trés pigmentos curcumindides pode variar de 3 a
15% em uma amostra de acafréo. Esta fragéo é constituida pela mistura da curcumina
e suas variacOes desmetoxi e bis-desmetoxiladas, em propor¢des variaveis de até 77,
18 e 5%, respectivamente (Dias; et al.; 2020). A Figura 3 mostra a estrutura molecular

das substancias curcuminoides.

Curcumina

o OH

s A~ OCH;
HO ‘ O OH

Desmetoxi-curcumina

O OH

o0
HO OH

Bisdesmetoxi-curcumina

Figura 3 - Estrutura molecular da curcumina e suas formas desmetoxi e
bisdesmetoxiladas.
Fonte: Adaptado de Dias; et al. 2020.

Devido a instabilidade da regido central da curcumina, ha um tautomerismo
ceto-endlico, representado na Figura 4. Quando em estado sélido ou em solugcdes
acidas ou neutras, a curcumina age como um potente doador de atomos de

hidrogénio, pois o equilibrio desloca-se para a sua forma cetbnica. Porém, em
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condi¢cdes alcalinas, a parte fendlica da molécula age como doadora de elétrons, pois

o equilibrio desloca-se para a sua forma endlica (Dias; et al., 2020).

H
-~ \
0O 0 o O
MeO N _ OMe MeO O PP G OMe
HO ‘ E OH HO OH
Forma ceto Forma endlica

Figura 4 - Tautomerismo ceto-endlico da curcumina.
Fonte: Adaptado de Prasad; et al., 2015.

Dentre as propriedades da curcumina, destacam-se a atividade anticancer,
antioxidante, anti-inflamatéria, antifGngica e antimicrobiana, sendo um agente
bactericida muito eficaz. Além disso, € inibidora da formacéo de biofilmes (Yang; et
al., 2020).

Entretanto, devido a sua baixa biodisponibilidade, causada por sua
hidrofobicidade, sua interacdo com organismos vivos € reduzida. Por isso, tem-se
realizado a sintese de complexos metalicos com curcumina como ligante. A curcumina
forma complexos estaveis com a maioria dos ions metalicos conhecidos, pois é um
excelente agente quelante. A complexacéo ocorre a partir da cetona presente na parte
central da molécula de curcumina, que pode se coordenar a varios ions de metais
como platina, paladio, galio, boro, vanadio, prata, lantanio, manganés, ouro, niquel,
cobalto, ferro, ruténio e, especialmente, o zinco e o cobre. A Figura 5 representa a
estrutura molecular dos complexos metal-curcumina que podem ser formados
(Prasad; et al., 2021).
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Complexo metal-curcumina 1:2

Figura 5 - Complexos metal-curcumina.

Fonte: Adaptado de Leung; et al., 2012.

Em geral, estruturas estaveis com estequiometria 2:1 (ligante:metal) séo
obtidos, podendo ser preparados misturando quantidades estequiométricas de
curcumina e de sais metalicos em solventes organicos adequados, como o etanol,
deixando a reagédo em refluxo por algumas horas. (Priyadarsini, 2014).

Além de modificar as propriedades fisico-quimicas da curcumina, 0s
complexos formados também afetam a reatividade biologica dos metais. Em geral, foi
observado que a complexacdo com curcumina reduz a toxicidade dos metais
(Priyadarsini, 2014).

Devido ao envelhecimento da populagcédo mundial e consequente crescimento
do numero de algumas doencas, como as feridas cutaneas, ha muitas pesquisas
sendo realizadas a fim de desenvolver novos materiais de baixo custo e seguros, que
possam ser usados no tratamento de doencas inflamatorias e infecciosas. Por isso, a
curcumina tem sido alvo de estudos para a obtencdo de novos produtos que
aumentam aplicabilidade, pois tem-se observado melhora nas suas propriedades,
principalmente sua bioatividade. Este fato torna a curcumina e seus derivados,
portanto, possiveis agentes terapéuticos para o tratamento tépico de condi¢des de
pele (Priyadarsini, 2014).

A curcumina também demonstrou grande potencial como um

fotossensibilizador (FS), pois é sensivel a luz, podendo absorver luz azul. Evidéncias
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crescentes mostram aplicagdes promissoras da curcumina como um FS contra cancer

e infeccdo bacteriana da pele (Yang; et al. 2020).

3.3 QUITOSANA

Da quitina, um polimero natural extraido do exoesqueleto de crustaceos e
insetos, obtém-se a quitosana. A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante
na natureza, porém, devido a baixa solubilidade em solu¢cdes aquosas, € necessario
fazer uma reagao de N-desacetilacdo utilizando uma solugdo alcalina concentrada,
para a obtencdo da quitosana. Dessa forma, propriedades mais atraentes sao
alcancadas. Na Figura 6, observa-se a estrutura geral da quitosana (Patrulea; et al.,
2015).

HO
- 7 o)
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0O
OH NH,
v
HO NH;
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Figura 6 - Estrutura da quitosana.

Fonte: Merck.

A quitosana possui alta hidrofilicidade, proveniente da grande quantidade de
grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica (Loo; et al., 2022).
Além de biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa ou nenhuma toxicidade,
possui, também, muitas propriedades de interesse biolégico, como, por exemplo,
capacidade antioxidante, antimicrobiana, inibicdo da formacdo de biofilmes, anti-
inflamatdria e cicatrizante. A atividade antimicrobiana da quitosana tem agao
observada contra algas, bactérias, leveduras e fungos em experiéncias in vivo e in
vitro, seja na forma de solugdes, membranas ou compasitos (Loo; et al., 2022).

As membranas biopoliméricas de quitosana podem ser utilizadas no
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tratamento de feridas cutaneas, funcionando como substitutos temporarios a pele
lesionada, protegendo-a como uma barreira fisica e mecanica, principalmente no
controle de infecgdes das feridas. Isto propicia a melhora no processo regenerativo,
pois as membranas auxiliam a absorcao de fluidos provenientes da ferida, a troca
gasosa apropriada e em um microambiente com umidade adequada, reduzindo os
riscos de complicagdes (Barros; Lima e Bunhak, 2022).

Sistemas de liberagao de farmacos baseados em biomateriais poliméricos sao
capazes de promover uma maior cicatrizacdo em feridas. A quitosana tem sido alvo
de muitos estudos devido a sua agao de bioconducédo de farmacos. Juntamente a
curcumina e seus derivados, agao antimicrobiana e cicatrizante das membranas de
quitosana sao potencializadas, pois ha o processo de liberagdo controlada destas

substancias na lesdo (Barros; Lima e Bunhak, 2022; Nobrega; et al., 2022).

3.4 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TDF) é uma técnica segura e pouco invasiva que
consiste no uso da interagdo da radiagdo eletromagnética, na forma de luz, e
substancias fotossensiveis, chamadas fotossensibilizadores, para o tratamento de
tumores malignos e doencgas de pele (Li; et al., 2024).

No inicio do século XX, o estudante de medicina da Universidade de Munich,
Oscar Raab, membro do grupo de pesquisa do professor Herman von Tappeiner,
descobriu que os fotossensibilizadores eram letais em organismos unicelulares, (Li; et
al., 2024). Porém, foi apenas na década de 1990 que a terapia fotodindmica foi
adotada na dermatologia, a partir do desenvolvimento de um novo método baseado
em um FS recém-sintetizado (Issa; Manela-Azulay, 2010). Desde entdo, tem-se
realizado muitas pesquisas sobre fotossensibilizadores e novas fontes de luz para
utilizagdo em terapia fotodinamica (Li; et al., 2024). Diversas fontes de luz podem ser
usadas na TFD topica sendo, atualmente, os LEDs e os lasers as mais utilizadas,
tornando-se conhecido que luz com comprimento de onda entre 400 e 500 nm é capaz
de penetrar aproximadamente 2 mm na pele (Issa; Manela-Azulay, 2010, Li; et al.,
2024).

Esta terapia consiste na ativagdo do fotossensibilizador, que deve ser
biologicamente estavel, fotoquimicamente ativo e minimamente téxico para os tecidos

do organismo, com luz de comprimento de onda apropriado, resultando na produgao
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de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais livres e oxigénio singlete, que

exercem um efeito bactericida (Paschoal; et al., 2013). A Figura 7 mostra um esquema

de como ocorre a formagao das espécies reativas de oxigénio.
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Figura 7 - Esquema de formacao das espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Dias; et al.,

2020.

A TFD em infeccbes presentes em feridas cutdneas ocorre por meio da

interacdo do FS com a membrana bacteriana. A morfologia das bactérias afeta

diretamente sua interagdo com as moléculas fotossensibilizadoras. O mecanismo de

difusdo do FS em bactérias Gram-negativas € mediado pela membrana de

lipopolissacarideos.

Em contrapartida, bactérias Gram-positivas promovem a

penetracao de FS por meio de poros presentes na parede celular de peptidoglicanos

(Dias; et al. 2020). O sucesso da TFD esta vinculado a trés fatores principais, sendo

eles a capacidade do FS de interagir com a membrana bacteriana, capacidade do FS

de penetracdo e acao dentro da célula e formacdo das EROs ao redor da célula

bacteriana, por meio da interagdo com a fonte de luz (Paschoal; et al., 2013).

Ha evidéncias de que a curcumina € capaz de controlar a atividade

microbiana quando irradiada (Li; et al.,

2024). Ao utilizar um emissor de radiagao

com comprimento de onda entre 400 e 500 nm, a curcumina mostrou-se capaz de

destruir a estrutura das membranas celulares bacterianas, levando a morte celular

das bactérias S. aureus, causadora de muitas desordens dermatologicas, S.

mutans, causadora da carie dentaria, P. acnes, principal causadora da acne e E.

coli, entre outras (Yang; et al., 2020). Os complexos metalicos contendo curcumina

como ligante mostraram melhora significativa da agé&o antibacteriana em relagdo a
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curcumina pura, comparando-os quando associados a TFD (Li; et al., 2024).

Além de melhorar o processo de cura da ferida cutanea, a terapia fotodinamica
também melhora o aspecto da cicatriz, promovendo diminuicdo da coceira e da dor
que cicatrizes patolégicas podem causar; além de impedir complicagbes como
restricdo da mobilidade das articulagdes e estresse fisico e mental nos pacientes (Li;
et al., 2024).

Dessa forma, a utilizagao da terapia fotodindmica associada a curcumina e aos
complexos metalicos contendo curcumina como ligante no tratamento de feridas

cutaneas caracteriza uma alternativa viavel e eficaz.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE DOS COMPLEXOS

A sintese dos complexos metalicos ZnCUR e CuCUR foi realizada por meio
da reacao em refluxo entre os sais precursores dos ions metalicos e a curcumina, na
proporcao molar de 1:1, em meio de etanol absoluto, a 80°C, por 1 hora, como
representa a Figura 8. Os sais metalicos utilizados foram Zn(NO3)2.6H20 e
Cu(NOs3)2.5H20, ambos da marca Synth. A curcumina utilizada foi padrdo Sigma
Aldrich. Os materiais obtidos foram lavados com agua deionizada e secos em estufa,
da marca Venticell, a 60°C por 24h. Apds secos, os produtos foram macerados em

almofariz com pistilo de agata, para a obtengao do poé.

Figura 8 - Aparato experimental para a sintese dos complexos metalicos CuCUR e
ZnCUR.

Fonte: Préprio autor.
4.2 INTUMESCIMENTO DA QUITOSANA
Foi preparada uma solugcdo 1% (v/v) de &cido acético glacial em agua

destilada. Em seguida, foi adicionado 1,5% (m/v) de quitosana a solugcéo de acido

acético e colocou-se a mistura sob agitagdo a temperatura ambiente, até a total
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dissolugao do sélido.

4.3 OBTENGCAO DAS MEMBRANAS

Para a obtencdo das membranas, fez-se a adicao dos materiais a quitosana
intumescida na concentracao de 1% (m/m), sendo eles os complexos ZnCUR, CuCUR
€ a curcumina pura, além da preparagdo de uma membrana sem a adi¢do de nenhum
material. Em seguida, deixou-se o sistema em temperatura ambiente por 3 dias,

conforme mostra a Figura 9.

Figura 9 - Producdo das membranas de quitosana pura e contendo os complexos
CuCUR e ZnCUR e a curcumina pura.

Fonte: Préprio autor.

4.4 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

4.4.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier

Utilizou-se amostras dos complexos, da curcumina pura e das membranas
para realizar a analise em espectrometro de infravermelho da marca Shimadzu,
modelo IRTracer-100, na regido de 4000-600 cm', com resolugédo de 4 cm™".

Para a curcumina pura e para os complexos, a técnica utilizada na analise
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FTIR foi transmissao, portanto, foram preparadas pastilhas de brometo de potassio
(KBr). Amostras na forma de p6 foram maceradas em almofariz de agata juntamente
com KBr e prensadas para formar pastilhas. Utilizou-se uma pastilha contendo
somente KBr como o branco. Os espectros apresentados correspondem a média de
32 varreduras e foram obtidos a temperatura ambiente.

Ja para as membranas, os espectros correspondem a média de 32 varreduras
e foram obtidos por reflectancia a temperatura ambiente. Utilizou-se um acessorio de

refletancia total atenuada (ATR), constituido por um cristal misto de Diamante/ZnSe.

4.4.2 Espectroscopia Raman

A analise foi realizada utilizando um espectrémetro Raman da marca LabRAM
HR Evolution (Horiba), equipado com microscopio confocal, CCD e lasers
semicondutores sintonizados nas linhas 405, 532, 633 e 785 nm, operando com
poténcia de 10 mW. As amostras soélidas dos complexos foram posicionadas em um
suporte e analisadas sob uma lente objetiva de 50x. Foram coletados espectros em
trés regides distintas da amostra, com tempo de exposi¢céo de 10 s e 3 aquisicdes por
ponto. A andlise foi realizada no Laboratério de Espectroscopia Otica da Universidade
de Brasilia (UnB).

4.4.3 Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel

Foram preparadas solugdes dos complexos obtidos e da curcumina pura em
etanol 70% (v/v). As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo de caminho 6tico
de 1 cm e analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis da marca Shimadzu, modelo UV
2600i. As analises foram realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 600

nm.

4.4.4 Espectroscopia de fluorescéncia

Foram preparadas solugbes de concentragdo 1 mmol L' dos complexos
obtidos e da curcumina pura em metanol. As amostras foram colocadas em cubetas
de quartzo de caminho ético de 1 cm e analisadas no espectrofotometro de

fluorescéncia do Laboratério de Fluorescéncia da Universidade Federal de Itajuba,
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coordenado pelo Professor Doutor Roberto Shigueru Nobuyasu Junior. As analises do
fendmeno de fluorescéncia foram realizadas utilizando um led emissor de radiacdo no

comprimento de onda A = 405 nm.

4.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL

4.5.1 Microscopia eletronica de varredura combinada a espectroscopia de

energia dispersiva

Para o estudo da morfologia dos complexos obtidos, realizou-se a analise em
um microscopio eletrénico de varredura da marca Zeiss, modelo EVO MA15 com um
espectrémetro de energia dispersiva, da marca Bruker, modelo XFlash 6|10 acoplado.
A secagem e metalizagao das amostras foi realizada em um equipamento de secagem
a vacuo e metalizagdo com ouro da marca Quorum, modelo Q150R ES. Foi utilizado
um feixe de elétrons foi de 15 kV e uma magnificagdo de 2.000x para a obtencgao das

micrografias.

4.5.2 Difragao de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X dos complexos Zn-Cur e Cu-Cur e da curcumina
pura foram obtidos usando um difratbmetro X Expert PRO, da marca Pan Analytical,
usando radiagédo CuKa (A = 1,5406 A) e monocromador de grafite. O difratograma foi
coletado na faixa de 5,00 a 90,00° (dngulo 26), com passo de 0,02° e velocidade de

varredura de 5,0 s passo™.

4.6 CARACTERIZACAO TERMICA

4.6.1 Analise termogravimétrica (TGA)

Para a analise foi adicionada uma amostra dos complexos obtidos e da
curcumina pura a um cadinho de platina. As medidas da massa inicial das amostras
foram realizadas na balanga do préprio analisador termogravimétrico, da marca
Shimadzu, modelo TGA 50. Em seguida realizou-se a analise sob atmosfera de

nitrogénio (N2) a uma vazao de 50 mL min™' e com rampa de aquecimento de 10°C
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min-', de 25 °C até a temperatura de 1000°C.

Ja para as membranas, foi utilizado um analisador termogravimétrico da
marca Netzsch, modelo TG 209 — F3 Tarsus e cadinho de alumina. As medidas da
massa inicial das amostras foram realizadas na balanga do proprio analisador
termogravimétrico. E, em seguida, a analise foi realizada sob as mesmas condi¢des
das utilizadas para os complexos e a curcumina pura, ou seja, sob atmosfera de
nitrogénio (N2) a uma vazao de 50 mL min™' e com rampa de aquecimento de 10°C
min-!, de 25 °C até a temperatura de 1000°C.

4.6.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As amostras dos complexos obtidos, da curcumina, e das membranas
produzidas foram colocadas em cadinhos de aluminio, que foram vedados logo em
seguida. As massas das amostras foram pesadas em balanca analitica da marca
Marte, modelo AY220. A varredura foi realizada em calorimetro da marca Shimadzu,
modelo DSC 60, sob atmosfera de nitrogénio (N2) a uma vazéo de 50 mL min~' e com

rampa de aquecimento de 10°C min-', de 25°C até a temperatura de 220°C.

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.7.1 Analise microbiolégica in vitro dos complexos

Utilizou-se o0 método do disco-difusdo para realizar a analise da atividade
antibacteriana dos complexos obtidos em comparacdo com a curcumina pura. Para
isso, foi adicionado cerca de 20 mL do meio de cultura Agar Mueller-Hinton a placas
de Petri esterilizadas. Apos a solidificagdo do meio de cultura, foram inoculadas, a
partir de solugdes salinas (cloreto de sddio 0,9% m/v) contendo culturas bacterianas
com turbidez equivalente ao padrao de McFarland 0,5, as bactérias gram-negativa
Escherichia coli e gram positiva Staphylococcus aureus em trés dire¢des diferentes,
com o auxilio de swabs estéreis. Foram adicionados discos de papel de 6 mm de
diametro que, em seguida, foram embebidos com 10 pL de solugées 1 mmol L' dos
complexos CuCUR e ZnCUR e da curcumina em metanol. Foi adicionado também um
disco contendo um antibiético comercial para o controle experimental. As placas de

Petri foram, entdo, colocadas em estufa para cultura bacteriolégica da marca Olidef
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cz, a 37°C por 24 h. Posteriormente ao periodo de incubacao, os halos de inibicao
foram medidos utilizando um paquimetro digital. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

4.7.2 Estudo fotodinamico e analise microbiolégica in vitro das membranas

Para a realizagao do estudo fotodinamico das membranas foram utilizadas
amostras solidas irradiadas e nao irradiadas das quatro membranas produzidas, a fim
de comparar inibicdo do crescimento bacteriano. Utilizou-se um aparelho
polimerizador de resinas da marca Kondortech, com laser emissor de radiagdo de
comprimentos de onda na faixa entre 440 e 480 nm (luz azul) e irradidncia minima de
1.200 mW cm. As amostras foram irradiadas durante 40 s com uma distancia de 15

cm do laser, como mostra a Figura 10.

Figura 10 - Amostras sendo irradiadas.

Fonte: Préprio autor.

Em seguida, foram realizados testes da atividade inibidora das amostras
sélidas das membranas produzidas. Assim como para a analise microbioldgica dos
complexos e da curcumina pura, descrita no item 4.7.1, foi adicionado cerca de 20 mL
do meio de cultura Agar Mueller-Hinton a placas de Petri esterilizadas. Apds a

solidificagao do meio de cultura, foram inoculadas, a partir de solugdes salinas (cloreto
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de sddio 0,9% m/v) contendo culturas bacterianas com turbidez equivalente ao padrao
de McFarland 0,5, as bactérias gram-negativa Escherichia coli e gram positiva
Staphylococcus aureus em trés dire¢des diferentes, com o auxilio de swabs estéreis.
Seguidamente, foram colocadas amostras solidas das membranas com didmetro
aproximado de 6 mm. Foi adicionado um disco contendo um antibiético comercial para
o controle experimental. As placas de Petri foram, entdo, colocadas em estufa de
incubacao a 37°C por 24 h. Posteriormente ao periodo de incubagao, os halos de
inibicdo foram medidos utilizando um paquimetro digital. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.8 ESTUDO DE LIBERACAO

4.8.1 Curvas de calibragao

Inicialmente, preparou-se uma solugéo de etanol em agua deionizada (70%
v/v), para ser utilizada como solvente. Em seguida, fez-se solu¢gdes de concentragdes
descritas na Tabela 1 para cada uma das substancias a serem estudadas. As amostras
foram colocadas em cubeta de quartzo de caminho 6tico igual a 1 cm e analisadas em
espectrofotdbmetro UV-Vis da marca Shimadzu, modelo UV 2600i. As analises foram

realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm.

Tabela 1 - Concentracdes utilizadas para realizar as curvas de calibragao.

Substancia Concentragoes (umol L)
CUR o1 04 08 10 30 50 80 10,0 12,0 150 18,0
ZnCUR o1 04 08 10 30 50 80 10,0 12,0 150 18,0
CuCUR 1,0 30 50 80 100 12,0 150 18,0 20,0 250 30,0

Fonte: Proprio autor.

4.8.2 Liberagao in vitro

O estudo de liberacdao dos complexos e da curcumina presentes nas
membranas obtidas decorreu de forma que amostras previamente pesadas das
membranas foram adicionadas a 10 mL de uma solugédo de etanol 70% (etanol em

agua deionizada v/v), aquecida de antemao a temperatura de 37,0°C. Em seguida,
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deixou-se o sistema de liberagdo em uma incubadora shaker da marca Paralab, sob
agitacao de 180 rpm e a temperatura de 37,0 £ 0,5°C. Aliquotas de 1 mL foram
retiradas nos tempos especificados na Tabela 2 e o mesmo volume de solugdo de

etanol 70% foi adicionado, mantendo, assim, o volume do sistema constante.

Tabela 2 - Tempos determinados para a coleta de aliquotas.

Tempo (min)
30 60 90 120 180 240 300 360

Fonte: Proprio autor.

Apos a coleta, as aliquotas foram analisadas por meio da técnica de
espectroscopia de absorgéo na regidao do UV-Vis. Para isso, as aliquotas, com a
devida diluigao, foram colocadas em cubeta de quartzo de caminho 6tico igual a 1 cm
e analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis da marca Shimadzu, modelo UV 2600i. As

analises foram realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

Os complexos obtidos apdés a sintese, lavagem e secagem estéo

representados na Figura 11.

Figura 11 - Complexos metalicos obtidos. Em (a) CUCUR e em (b) ZnCUR

Fonte: Préprio autor.

Nota-se que os complexos obtidos tém aparéncia diferente. Enquanto o
complexo CuCUR tem coloragdo marrom-alaranjado, o complexo ZnCUR tem
coloracao laranja-avermelhado. Esta diferenca pode afetar significativamente
como estes materiais interagem com a luz e, consequentemente, suas

propriedades fotodinamicas.
5.1.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier da curcumina e
seus complexos metalicos sdo mostrados na Figura 12. Nos espectros de IR, é
possivel identificar a banda larga entre 3600 e 2800 cm™' referente ao alongamento
da ligacdo O-H associada, presente na forma enol na curcumina. A curcumina,
também mostra a banda de alongamento da ligagdo O-H livre em 3511 cm-', atribuida
ao grupo fenol. A banda de vibragdo do alongamento O-H do grupo enol se desloca
para menor numero de onda nos complexos. Isto sugere que a complexagao dos ions
metalicos diminui a constante de forga da ligacdo O-H. A aparéncia desta banda, muito
alargada nos complexos confirma a presencga de agua, ligada aos ions metalicos. As

bandas em 1625 cm™ e 1599 cm™ sdo atribuidas a vibragdo de alongamento da
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ligacdo C=C alifatica associada a ligagdo C=0, da forma ceto. Para os compostos
CuCur e o ZnCUR, percebe-se o deslocamento para 1587 cm™ e 1581 cm
respectivamente, o que evidencia a formagao dos complexos. As bandas em 1502 cm-~
e 1425 cm™ corresponde as vibragbes da ligagdo C=C aromatica associada a ligagao
C-0, da forma enol. Ja4 a banda em 1272 cm™' deve-se a ligagdo C-O em fendis. A
banda em 1030 cm™ é devido as ligagdes C-O em grupos metoxi, e a banda em 964
cm’ as C—H em anéis aromaticos (Barik; et al., 2005; Pucci; et al., 2013; Sareen, Jain
e Dhar, 2015; Arenaza-Corona; et al., 2023). As interagdes entre os centros metalicos,
ou seja, Cu?* e Zn?*, e o sitio de ligagédo da curcumina, isto €, o oxigénio ceto-endlico,
foi confirmada pelo deslocamento a menor nimero de onda nos complexos da banda
ceto (1599 cm™) e enol (1502 cm™) da curcumina (Zhao; et al., 2010; Refat, 2013;
Arenaza-Corona; et al., 2023).
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Figura 12 - FTIR da curcumina e dos complexos.

Fonte: Préprio autor.

5.1.2 Espectroscopia Raman

Na Figura 13 sdo apresentados os espectros Raman das amostras dos
complexos CuCUR e ZnCUR. A presenca do pico no espectro, da amostra contendo
cobre, sugere a formagdo de um complexo de coordenagdo entre o cobre e a
curcumina. A curcumina € conhecida por sua capacidade de se ligar a ions metalicos

através de grupos funcionais ceto-endlicos. O pico em 1610 cm™' pode ser atribuido
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as vibracgbes de ligagdo entre o cobre e a curcumina. A curcumina € uma molécula
com um sistema conjugado extenso, o que pode permitir interagdes n-r com o cobre.
Essas interagdes n-n podem resultar em deslocamento ou intensificagcdo de picos
vibracionais caracteristicos na regido de 1610 cm-' (Kumar; Bora, 2013; Umar; et al,
2018; Chen; et al, 2020). Da mesma forma, a interagdo da curcumina com o zinco
resulta na formagao de complexos, como indicado pelos picos em 1540 cm™' e 1607
cm'. Esses picos sugerem uma ligagao especifica entre o zinco e a curcumina, bem
como possiveis efeitos de ressonéancia e transferéncia de carga. A formagéo desses
complexos pode ter implicagdes significativas na atividade biolégica da curcumina,
especialmente considerando o papel do zinco em varias vias metabdlicas e de
sinalizacao celular (ZHAO; et al., 2010 Prasad; Lall, 2020).

Embora tanto as interagées da curcumina com cobre quanto com zinco
resultem na formacao de complexos, as caracteristicas espectrais sédo distintas. O
pico em 1610 cm™ na interagdo com cobre e os picos em 1540 cm™ e 1607 cm™ na
interacdo com zinco indicam diferengas na natureza das ligagbes e nas interagdes
moleculares envolvidas. Essas diferengas podem ter implicagbes especificas na
atividade bioldgica da curcumina, influenciando sua eficacia terapéutica em diferentes

contextos fisioldgicos e patoldgicos.
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Figura 13 - Espectros Raman dos complexos.

Fonte: Préprio autor.
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5.1.3 Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel

A Figura 14 mostra o espectro de absorgéo na regidao do ultravioleta-visivel
para a curcumina e os seus complexos metalicos obtidos a partir de uma solugdo em
etanol, na concentragdo de 18,0 umol L.

O espectro de absor¢cao das amostras de CUR, CuCUR e ZnCUR tem uma
banda de absor¢ao maxima em 430 nm, atribuidas as transi¢des eletrbnicas © — =*.
Outra banda de absorgcdo, em 262 nm, € observada para as amostras de CuCUR e
ZnCUR, sendo referentes as transi¢ées n—n (Priyadarsini, 2014). Ja o ombro em 450
nm no espectro de absorgéo da solugao de CuCUR pode se relacionar a uma banda
de transferéncia de cargas (Barik; et al., 2005; Zhao; et al., 2010; Arenaza-Corona; et
al., 2023).
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Figura 14 - Espectro de absorgao na regiao do ultravioleta visivel para CUR, CuCUR
e ZnCUR.

Fonte: Préprio autor.

5.1.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A Figura 15 representa o espectro de fluorescéncia normalizado comparativo
para a curcumina e os complexos CuCUR e ZnCUR. A curcumina apresenta o pico de
excitagcao entre 400 e 450 nm, portanto, o emprego de um laser emissor de radiagao

com A =405 nm na analise foi adequado. Ainda, ha a possiblidade de que a utilizagao
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do laser que emite radiagao na faixa de 440-480 nm durante estudo fotodinamico, atue
como melhorador da atividade antibacteriana da curcumina e seus complexos, pois
estd na faixa do espectro eletromagnético em que ocorre a fotossenbilizagdo dos
materiais estudados (Priyadarsini, 2014; Racz; et al., 2022).

O espectro de fluorescéncia obtido mostra um pico de emissdo em 542 nm,
guando as amostras da curcumina e dos complexos ZnCUR e CuCUR. Tal pico é
referente as transigdes eletrdnicas das regides contendo conjugacdes na molécula de
curcumina. Quando coordenada ao zinco, a curcumina pode ter suas propriedades
fluorescentes mantidas ou melhoradas, devido a rigidez que esta ligagao traz ao
material e consequente diminuicdo das perdas energéticas nao radiativas. Porém, o
complexo formado quando a curcumina coordena-se ao cobre pode ter sua
fluorescéncia diminuida, devido a presenca de orbitais d livres no centro metalico, o
que facilita perdas de energia nao radiativas (Priyadarsini, 2014; Banaspati; et al.,
2022).
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Figura 15 - Espectro de fluorescéncia de solugdes de CUR, CuCUR e ZnCUR em
metanol.

Fonte: Préprio autor.
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5.2 CARACTERIZACAO TERMICA DOS COMPLEXOS

5.2.1 Anadlise termogravimétrica

A Figura 16 mostra os termogramas de amostras dos complexos CuCUR (a)
e ZnCUR (b). Em vermelho estao representadas as curvas de perda de massa em
relagdo a temperatura e, em azul, a primeira derivada da perda de massa em relagao
a temperatura, em ambos os termogramas.

Para o CuCUR, pode-se notar que ha perdas de massa em 62°C e em 104°C,
relacionadas a presencga de agua na amostra. Em seguida, as perdas de massa até
cerca de 250°C podem ser referentes a agua de coordenacgao. As perdas de massa
na faixa de 300°C a 420°C sao associadas a quebra das moléculas do ligante
curcumina, que perde os grupos laterais hidroxila e metoxi. Por fim, entre 420°C e
737°C, ha a etapa de oxidagado do ligante e formagdo do 6xido metalico, CuO,
obtendo-se um residuo correspondente a 23% da massa inicial da amostra
(Calinescu; et al, 2019).

110 05 110

100 -}\ b (a) mo;
A ' 90—_

80 4

dm/dT (%/°C)

Perda de massa (%)
Perda de massa (%)

1 A
30 336°C \ W% L5

i 23% - . [
20 ] 3% 20 5053(:\_4_7_30,%_ —1 04

260 ' 450 ' 660 ' 860 ' 1000 ' 260 ' 450 ' 660 | 860 ' 1000
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 16 - Termograma de uma amostra de (a) CuCUR e (b) ZnCUR.

Fonte: Préprio autor.

Para a amostra do complexo ZnCUR, observa-se um perfil térmico diferente.
Pode haver somente agua de coordenagdo na amostra, devido a perda de massa na
faixa de 200°C-263°C. Em seguida, ha uma grande perda de massa caracterizada por
duas etapas, relacionada a quebra e a degradagcdo do ligante curcumina,

respectivamente. Percebe-se, em relacdo ao complexo CuCUR, que para o complexo
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ZnCUR obtém-se uma maior quantidade de residuo ZnO, de aproximadamente 30%,
e uma menor estabilidade térmica, visto que o 6xido metalico se forma a temperatura

de aproximadamente 605°C.

5.2.2 Calorimetria exploratoéria diferencial

A Figura 17 representa as curvas de DSC para a curcumina e os complexos
CuCUR e ZnCUR. Para a amostra de curcumina observa-se seu ponto de fusdo em
172°C. Para o complexo CuCUR ha perdas de agua em 71°C, 82 °C e 105°C e n&o é
evidenciado o ponto de fusdo do material. Para a amostra de ZnCUR, nota-se perda
de agua em 72°C e o ponto de fusao do material em 172°C, temperatura ligeiramente

menor que a da curcumina.
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Figura 17 - DSC da curcumina e dos complexos CuCUR e ZnCUR.

Fonte: Préprio autor.

Portanto, o DSC confirma que a agua também é um ligante de ambos os ions

metalicos, assim como as analises de FTIR e TGA ja haviam confirmado a presenca

de agua em ambos 0s complexos.
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5.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL DOS COMPLEXOS

5.3.1 Microscopia eletronica de varredura combinada a espectroscopia de

energia dispersiva

As micrografias, magnificadas em 2000x, de amostras dos complexos CuCUR
em (a) e ZnCUR (b) estao dispostas na Figura 18. Ambas as micrografias mostram
duas regides, atribuimos as regides lisas ao ligante curcumina e as regides com

particulas de estrutura e formas diferentes aos respectivos complexos. Portanto, a

micrografia MEV nos confirma que existe ligante curcumina livre.
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Figura 18 - Micrografia de uma amostra de (a) CuCUR e (b) ZnCUR com
magnificacao de 2000x.

Fonte: Proprio autor.

A micrografia do complexo CuCUR mostra agregados de particulas de formas
diversas e, também agregados menores na superficie de regides lisas, que atribuimos
a curcumina livre. O fato de ter mais agregados de particulas que regides lisas deve
ser o motivo pelo qual nao foi observada a fusdo da curcumina no complexo CuCUR.

Na micrografia do complexo ZnCUR a morfologia da superficie da curcumina
livre € mais nitida. A curcumina livre se apresenta na forma de pecas escuras solidas
e lisas entrelagadas, enquanto o complexo ZnCUR se apresenta na forma de
aglomerados de particulas, ndo observando-se uma estrutura definida. A diferenga a
destacar entre a morfologia de ambas as superficies € a rugosidade do complexo
ZnCUR.
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5.3.2 Difracao de raios X

A Figura 19 mostra comparativamente o difratograma de DRX da curcumina
e dos complexos ZnCUR e CuCUR. Todos os espectros de DRX mostram
cristalinidade entre 26 igual a 5° e 50°. Observasse que a cristalinidade do ligante
curcumina € modificada pela presenga dos ions metalicos. Para comprovar isto,
usamos a equacao de Scherrer (Equacgao 1) e, calculamos o tamanho do cristalito
usando o pico 20 ~ 18°, que aparece com elevada intensidade nos trés espectros de
DRX.

k*A

D= 5@oysmo Equagdo 1 - Equacdo de Scherrer

Onde D é o didmetro dos cristais, k € a constante de Scherrer, A € o
comprimento de onda da radiagao incidente, B € a largura a meia altura do pico de
difracao de maior intensidade e 6 o angulo de difragdo de Bragg. A largura a meia
altura (FWHM) utilizando o software OriginPro 8.5. Os parametros utilizados na

equacao de Scherrer e tamanho médio do cristalito estdo na Tabela 3.
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Figura 19 - Difratograma de Raios-X das amostras CUR, ZnCUR e CuCUR.
Fonte: Préprio autor.

Tabela 3 - Calculo do tamanho de cristal pela equacao de Scherrer.

Amostra 20 (°) B (°) B (rad) D (nm)

CUR 18,2 0,287 0,005 29,32
CuCUR 18,8 0,232 0,004 36,29
ZnCUR 18,6 0,383 0,007 21,98

Fonte: Préprio autor.

Como mostra a Tabela 3 o tamanho do cristal muda significativamente entre

as amostras. A curcuma tem um cristal de 29,3 nm, que pelo DSC, comprovamos
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funde a 178°C. O tamanho do cristal muda para o complexo ZnCUR apresentando um
valor menor. O DSC do complexo ZnCUR mostrou um pico de fusdo a menor
temperatura, 172°C. O ion Cu?* afeita consideravelmente o tamanho do cristalito da
curcuma, o valor obtido pela equagao de Scherrer € de 36,29 nm. Quanto maior o
tamanho do cristal, maior a energia necessaria para a fusdo. Tal vez, seja este o

motivo pelo qual ndo se observou pico de fusdo na amostra do complexo CuCUR.
5.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS COMPLEXOS

A Figura 20 e a Tabela 4 mostram os dados obtidos com o teste microbioldgico
e a Figura 21 apresenta os halos de inibicdo de crescimento bacteriano. Percebe-se
que para ambas as bactérias utilizadas na analise, os complexos metalicos
apresentaram um halo de inibicdo maior que a curcumina pura, evidenciando um
maior potencial bactericida. Isso se deve ao fato de que ao ligar-se a ions metalicos,
a curcumina torna-se mais biodisponivel e, portanto, consegue interagir mais
eficientemente com a parede celular das bactérias utilizadas nesta analise. Tanto para
o complexo ZnCUR quanto para o complexo CuCUR, a acéo antibacteriana é mais
pronunciada para a bactéria E. coli, pois, estes materiais exibem a capacidade de

ligar-se a barreira celular lipidica desta bactéria e causar sua morte (Wanninger; et al.,

2015).
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mS. aureus
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Figura 20 - Grafico da analise microbiolégica dos complexos e da curcumina.
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Fonte: Proprio autor.
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Tabela 4 - Dados da analise microbiologica dos complexos e da curcumina.

Média * desvio padrao do halo de inibigdo (mm)

E. coli
ZnCUR 12,19 £ 0,26
CuCUR 12,06 + 1,03
CUR 11,25+ 0,38
Metanol 8,21 £ 0,49

S. aureus
10,56 £ 0,74
11,54 + 0,00
8,57 + 0,59
10,25 +£ 0,73

Fonte: Préprio autor.

Figura 21 - Resultado da analise microbiolégica dos complexos e da curcumina para

as bactérias (a) S. aureus e (b) E. coli.

Fonte: Préprio autor.

5.5 OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DAS MEMBRANAS

5.5.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier

A Figura 22 mostra comparativamente o espectro da quitosana pura e das

membranas de quitosana contendo curcumina e os complexos ZnCUR e CuCUR.
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Figura 22 - Espectro FTIR comparativo da Quitosana e das membranas QUI-CUR,

QUI-ZnCUR e QUI-CuCUR.
Fonte: Préprio autor.

A Quitosana apresenta uma banda larga em torno 3326 cm™' atribuida ao
alongamento das ligagdes O-H, N-H, NH2. O alongamento de baixa intensidade em
torno de 2882 cm™' corresponde a vibragdo de alongamento da ligagdo, C-H e CHo.
Outra banda caracteristica da Quitosana é a banda Amida | e Amida Il que aparecem
em torno de 1653 cm' e 1578 cm™', respectivamente. A primeira é devido a vibragao
da ligagdo C=0 e a segunda se atribui a vibragdo da ligagcdo NH2. Finalmente
destacamos no FTIR da quitosana a banda em torno de 1027 cm™, relativa a vibragdo
alongamento da ligacdao C-O(H).

Tanto na curcumina como nos complexos ZnCUR e CUCUR encontramos
bandas de vibragéo de ligagcdes que se sobrepde as bandas da quitosana. Portanto,
para confirmar a incorporagao destes na matriz do polimero, escolhemos a banda em
964 cm™' atribuida a C—H em anéis aromaticos e, que ndo aparece na quitosana. O
aparecimento desta banda nas membranas QUI-CUR, QUI-ZnCUR e QUI-CuCUR nos

confirma a incorporacgao destas substancias na Quitosana.
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5.5.2 Caracterizagao térmica das membranas

5.5.2.1 Andlise termogravimétrica

A Figura 23 apresenta os termogramas (a) e as curvas derivadas (b) das
membranas de quitosana, quitosana com curcumina e quitosana com os complexos
metalicos CuCUR e ZnCUR.

Apesar de possuirem um perfil térmico parecido, observa-se nas membranas
QUI, QUI-CUR, QUI-CuCUR e QUI-ZnCUR, perdas de massa de 22%, 7%, 19% e
15%, respectivamente, sendo referentes a umidade. Em seguida, nota-se perdas de
massa de 43% para QUI, 47% para QUI-CUR, 36% para QUI-CuCUR e 46% para
QUI-ZnCUR, relacionadas a quebra e degradagédo dos constituintes organicos dos
materiais.

Em concordancia com os graficos de TGA dos complexos isolados, temos
uma maior quantidade de residuo proveniente da QUI-CuCUR do que da QUI-ZnCUR,
sendo 33% e 31%, respectivamente. Os residuos de 35% para a QUI e de 46% para

a QUI-Cur se devem a formacgéao, principalmente, de carvao.
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Figura 23 - (a) Termograma das amostras das membranas preparadas e (b) DTGA
comparativo da quitosana e das membranas.

Fonte: Préprio autor.

Os resultados da analise termogravimétrica nos mostram que a curcumina
aumenta consideravelmente a estabilidade térmica da matriz de quitosana. Resultado

esperado pelo fato da curcumina ser um agente antioxidante, que estabiliza os
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radicais livres formados. Ja a presenca dos ions metalicos nos complexos ZnCUR e
CuCUR diminuem a estabilidade térmica respeito a membrana QUI-CUR. Porém, as

membranas de ambos continuam sendo mais estaveis que a quitosana.
5.5.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial

A Figura 24 mostra a curva de DSC da segunda varredura da quitosana e das
membranas. Observamos em torno de 133°C a transigdo térmica relativa a tg,
mudancga de fase de vitreo a borrachosa. Valores elevados de tg sdo esperados para
quitosana de alta massa molecular. Mostrando a natureza termoplastica deste
material, com elevados valores de tg, consequéncia das fortes interagoes

intermoleculares entre as cadeias.
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Figura 24 - DSC comparativo da quitosana e das membranas.

Fonte: Préprio autor.

Os resultados das membranas contendo curcumina e seus complexos
metalicos ndo mudam o valor da tg. Este resultado é satisfatério, pois mostra que nao
ha forte interacdo entre a matriz polimérica a curcumina e os complexos, CuCUR e
ZnCUR. Entdo podemos concluir que a quitosana sera um bom veiculo carregador
dos principios ativos e, que estes serdo liberados durante o tratamento das feridas

exercendo sua forte agao antimicrobiana.
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5.6 ESTUDO FOTODINAMICO E ANALISE MICROBIOLOGICA DAS
MEMBRANAS

A Figura 25 e a Tabela 5 dispbem os dados obtidos a partir dos testes
microbioldgicos associados a utilizagdo de um laser para terapia fotodinamica e a

Figura 26 apresenta os halos de inibicdo de crescimento bacteriano.

m E. colicom
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radiacéo
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30

Halo de inibicdo (mm)
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o (6] o (6]

6]

o

Figura 25 - Grafico da analise microbiolégica associada a terapia fotodinamica das
membranas.

Fonte: Prério autor.

Tabela 5 - Dados da analise microbiologica associada a terapia fotodindmica das
membranas.

Média * desvio padrao do halo de inibigao (mm)

E. coli S. aureus
Comradiacdo Semradiagdo Comradiacdo Sem radiacao
QUI-ZnCUR 26,84 + 1,00 23,02 + 1,82 19,71 £ 2,19 16,78 £ 0,14
QUI-CuCUR 21,09+ 2,35 23,73 £ 2,04 19,98 + 1,04 19,20 + 2,44

Fonte: Prério autor.
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S. aureus
“| QUI-CuCUR

Figura 26 - Resultado da analise microbiolégica das membranas irradiadas e nao

irradiadas para as bactérias (a) e (b) S. aureus e (c) e (d) E. coli.

E possivel notar que, para o complexo ZnCUR, a utilizagéo do laser para
irradiar a amostra causou uma maior agao antibacteriana, para ambas as bactérias
testadas. Porém, percebe-se que para a bactéria E. coli, o halo de inibicdo € maior
que para a bactéria S. aureus, ou seja, o complexo ZnCUR mostrou-se mais eficaz
contra as bactérias E. coli.

Em contrapartida, para o complexo CuCUr, vé-se um comportamento
diferente. Para ambas as bactérias, ndo houve um aumento significativo na
atividade antimicrobiana entre as amostras irradiadas e as nao irradiadas. Estes
dados corroboram tanto com o espectro de absorgao na regido do UV-Vis, disposto
na Figura 14, quanto com o espectro de fluorescéncia, apresentado na Figura 15,
ambos de uma amostra de CuCUR, que evidenciam que este material pode ter
perdas energéticas ao ser excitado, interferindo na potencializacdo do efeito
bactericida que a terapia fotodindmica oferece.

A atividade antibacteriana de quitosana-curcumina-6xido de zinco também foi
demonstrada contra S. aureus resistente a meticilina e E. coli. Esta combinagao foi
considerada como tendo atividade antibacteriana potente e mostrou um efeito
antibacteriano maior do que a amoxicilina comercial. (Prasad; Lall, 2022).
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5.7 ESTUDO DE LIBERAGAO

5.7.1 Curvas de calibragao

Para a realizagcdo do estudo de liberagao foi necessario obter-se as curvas de

calibracdo de cada um dos materiais a serem analisados. A Figura 27 representa os

espectros de absorcdo na regiao do UV-Vis obtidos para cada concentragado de

curcumina utilizada e a sua respectiva curva de calibragéo.
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Figura 27 — Obtencéao dos (a) Espectros UV-Vis de solugdes de diferentes

concentragdes e da (b) curva de calibragdo para a curcumina.

Fonte: Préprio autor.

Da mesma forma, foram obtidos os espectros UV-Vis e as curvas de

calibragéo para os complexos CuCUR e ZnCUR, que estao dispostos nas Figuras 28

e 29, respectivamente.



56

0,6 0,6
(a) CuCUR 1,0 umol L' 1 (b) -
CuCUR 3,0 ymol L' 054
0.5 CuCUR 5,0 ymol L' '
CuCUR 8,0 ymol L'
CuCUR 10,0 ymol L 04
0,44 CuCUR 12,0 ymol L 1
© CUuCUR 15,0 umol L
e CuCUR 18,0 ymol L 2 l -
“e" 0,3 CuCUR 20,0 ymol L 5 -
o CuCUR 25,0 ymol L .e
§ CuCUR 30,0 ymol L § o (]
\ Ll L
0,24 \ << - CuCUR
- o Weghiog
0,1 2 oors
0.1 o 0.00808
1 \ - oasT4
\ . L e s
0,0 — T s T T T T ¥ T T T v T ¥ T T T
300 400 500 600 0 5 10 15 20 25 30
Comprimento de onda (nm) Concentragio (umol L)

Figura 28 - Obtengdo dos (a) Espectros UV-Vis de solugbes de diferentes
concentragdes e da (b) curva de calibragdo para o complexo CuCUR.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 29 - Obtencao dos (a) Espectros UV-Vis de solugdes de diferentes
concentragdes e da (b) curva de calibragdo para o complexo ZnCUR.

Fonte: Préprio autor.
A partir da Lei de Lambert-Berr, disposta na Equacgao 2, é possivel obter a

Equacao 3, que permite a calcular equacdes de curvas de calibragdo baseadas em

espectros UV-Vis.

A=¢BC Equacao 2 - Lei de Lambert-Beer
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Onde A é a absorbancia, € é o coeficiente de absortividade molar, B € o caminho optico
e C é a concentracao do analito.

C= 3 Equacao 3 - Modificagao da Lei de Lambert-Beer

Em seguida, obtém-se as Equacgdes 4, 5 e 6 com base na Equacgéo 3 e nas

Figuras 27(b), 28(b) e 29 (b), para a curcumina e os complexos CuCUR e ZnCUR,
respectivamente.

[CUR] = . 02\622 Equacao 4 - Calibragao para a curcumina.
[CUCUR] = . 01A653 Equacgao 5 - Calibragdo para o complexo CuCUR.
[ZnCUR] = 5 0?557 Equacgao 6 - Calibracdo para o complexo ZnCUR.

5.7.2 Liberagao in vitro

De posse das Equacdes 4, 5 e 6, que permitem o calculo da concentragéo dos
analitos durante o estudo de liberacdo, fez-se a analise utilizando a técnica de
espectroscopia UV-Vis e obteve-se os espectros de cada aliquota colhida para as
membranas QUI-CUR, QUI-CuCUR e QUI-ZnCUR, que estao dispostos na Figura 30.
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Figura 30 - Espectros da liberagdo para as membranas (a) QUI-CUR, (b) QUI-
CuCUR e (c) QUI-ZnCUR.

Fonte: Préprio autor
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A partir dos graficos da absorbancia ao longo do tempo e utilizando as curvas
de calibragdo calculamos a concentracao liberada no tempo. O grafico da liberagao

no tempo é mostrado na Figura 31.
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Figura 31 - Liberacado da curcumina e dos complexos ZnCUR e CuCUR no tempo.

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 31 podemos observar como a velocidade de liberacdo dos
complexos ZnCUR e CuCUR é muito maior que q velocidade de liberagdo da
curcumina, o que era esperado. A liberagcdo do complexo CuCUR é maior que do
complexo ZnCUR. Todos os sistemas mostram um equilibrio a partir de 100 min, este

comportamento mostra a natureza do sistema de liberagao sustentada no tempo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A formacado dos complexos CuCUR e ZnCU foi confirmada pelas analises
realizadas por meio das técnicas de espectroscopia FTIR, pelo deslocamento da
banda hiidroxila (banda larga entre 3600 cm™' e 2800 cm™), a banda ceto (1599 cm™")
e a banda enol (1502 cm™), espectroscopia Raman, pelas bandas 1610 cm™' para
CuCUR e, 1540 cm™ e 1607 cm™ para ZnCUR, caracterizando a interagdo da
curcumina com os ions de cobre e zinco, respectivamente e espectroscopia UV-vis,
pela transigcado eletrbnica n—n, em torno de 262 nm, presente no espectro da
curcumina e nao observada nos espectros referentes aos complexos, o que confirma
a interacao entre o ion metalico e o centro ceto-endlico da curcumina.

Da mesma forma que o ligante curcumina, ambos 0os complexos mostraram
fluorescéncia. Ambos os complexos mostraram, por FTIR, TGA e DSC conter também
agua como ligante dos ions metalicos. O DSC mostrou a fusdo do ligante curcumina
no complexo ZnCUR, ndo sendo esta observada no complexo CuCUR. O MEV
mostrou que permanece ligante curcumina livre sem formar complexo. E ambos os
complexos mostram uma morfologia de agregados de micro e nano particulas de
tamanhos e formas variados. O DRX mostra espectros cristalinos nos complexos. O
calculo do tamanho do cristalito do ligante curcumina, mostra variagéo, apresentando
tamanho menor no ZnCUR e tamanho maior no complexo CuCUR.

Ambos os complexos mostraram atividade antimicrobiana para as duas
bactérias testadas, sendo ambos mais eficientes para E. coli. E mostrando atividade
antimicrobiana maior que a apresentada pela curcumina.

A preparagao e caracterizagdo das membranas de quitosana contendo os
complexos ZnCUR e CuCUR foi realizada com sucesso. As caracterizagdes fisico-
quimica, atividade antimicrobiana com terapia fotodinamica e estudo de liberacao,
mostraram as seguintes caracteristicas: O FTIR confirmou a incorporagao da CUR e
os complexos ZnCUR e CuCUR, pela presencga nos espectros da banda de 964 cm-,
relativa a vibragdo C-H, de carbono aromatico. A estabilidade térmica da quitosana
aumenta com a presenca da CUR e dos complexos ZnCUR e CuCUR. A transigcao
vitrea-borrachosa da quitosana ndo é modificada pela presenga da CUR e dos
complexos ZnCUR e CuCUR.

O estudo da atividade antimicrobiana das membranas foi excelente. A
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associacdo com a terapia fotodindmica mostrou ser mais eficiente na inibicado do
crescimento bacteriano.

O estudo da liberagao dos complexos ZnCUR e CuCUR mostrou uma cinética
de liberagdo controlada, com taxa de liberagdo muito mais alta que aquela
manifestada pela CUR, sendo o complexo CuCUR o de maior taxa de liberacgao.

O trabalho atingiu os objetivos previstos apresentando novos materiais
amplamente caracterizados e, com propriedades antimicrobianas potencializadas
com uso da terapia fotodinamica, que podem ser utilizados no tratamento de feridas

cutaneas.
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