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RESUMO

A o, B-amirenona (ABAME) é um mistura de dois isomeros naturais que fazem parte da
classe dos triterpenos, onde essas apresentam grande potencial para atividade antiinflamatoria,
cicatrizante. Os filmes de quitosana sdo cada vez mais usados para uso topico porque permitem
uma liberacdo gradual do medicamento e apresentam muitas vantagens como biodegradaveis,
flexiveis, duraveis e resistentes. Assim, o objetivo deste estudo € desenvolver, caracterizar e
avaliar os filmes de quitosana incorporados com a a, f-amirenona, além de analisar a o efeito
antiinflamatorio e cicatrizante, visando a aplicacdo tdpica no tratamento de lesbes cutaneas. Os
sistemas de ABAME foram avaliados pelas seguintes técnicas: FTIR, DR-X, DSC, TG e MEV.
Na parte in vivo, 0 modelo animal foram os camundongos, sendo subemtidos a lesdes no dorso e
acompanhados por 14 dias para avaliagdo do processo cicatricial da lesdo. Apos eutanasia, foi
realizado a quantificagcdo das citocinas,a analise macroscopia das lesdes e a analise histologica. A
analise térmica demonstrou a incorporagdo da amostra e um aumento na estabilidade térmica do
ABAME. Os espectros de FTIR dos filmes demonstraram interagdes ocorrendo entre ABAME e a
matriz de quitosana. Os resultados de DRX mostraram picos em halos, caracteristicos de
compostos amorfos, indicando a amorfizagdo do ABAME pela quitosana. Imagens de MEV
mostraram o protétipo incorporadona matriz de quitosana de forma homogénea e com perda
parcial da caracteristica cristalina do ABAME puro. In vivo foi possivel observar que a terapia
com filmes incorporados com ABAME é bastante eficaz, visto que possui propriedades
antiinflamatdrias que auxiliaram no processo de cicatrizacdo de lesdes cutaneas, possibilitando
avaliar esta evolucao de forma macroscdpica, histoldgica e com a citocinas dosadas no presente
estudo. Neste estudo os fatores analisados sugerem que o curativo de guitosana com ABAME
obtiveram um efeito regenerador nos camundongos, minimizando 0s parametros do processo
inflamatdrio e progredindo a cicatrizacdo, validando assim sua eficacia, com isso é possivel dar
continuidade ao estudo, de preferéncia seguindo para proximas etapas como seu uso em humanos

como proposito de elucidar a sua aplicabilidade de forma terapéutica.

Palavras chaves: Filmes de quitosana; a, B-Amirenona; Caracterizagdo fisico-quimica,

cicatrizacdo; curativos; estudos in vivo.



ABSTRACT

a, B-amirenone (ABAME) is a mixture of two natural isomers that are part of the triterpene class,
where they have great potential for anti-inflammatory and healing activity. Chitosan films are
increasingly used for topical use because they allow a gradual release of the drug and have many
advantages such as biodegradable, flexible, durable and resistant. Thus, the objective of this study is
to develop, characterize and evaluate chitosan films incorporated with a, 3-amyrenone, in addition
to analyzing the anti-inflammatory and healing effect, aiming at topical application in the treatment
of skin lesions. The ABAME systems were evaluated by the following techniques: FTIR, DR-X,
DSC, TG and SEM. Inthe in vivo part, the animal model was mice, which were subjected to injuries
on the back and followed for 14 days to assess the healing process of the injury. After euthanasia,
quantification of cytokines, macroscopic analysis of the lesions and histological analysis were
performed. Thermal analysis demonstrated sample incorporation and an increase in the thermal
stability of ABAME. The FTIR spectra of the films demonstrated interactions occurring between
ABAME and the chitosan matrix. XRD results showed peaks in halos, characteristic of amorphous
compounds, indicating the amorphization of ABAME by chitosan. SEM images showed the
prototype homogeneously incorporated into the chitosan matrix and with partial loss of the crystalline
characteristic of pure ABAME. In vivo, it was possible to observe that therapy with films
incorporated with ABAME is quite effective, since it has anti-inflammatory properties that help in
the healing process of skin lesions, making it possible to evaluate this evolution macroscopically,
histologically and with the cytokines measured in the present study. In this study, the factors analyzed
suggest that the dressing of chitosan with ABAME obtained a regenerating effect in mice, minimizing
the parameters of the inflammatory process and progressing healing, thus validating its effectiveness.

stages such as its use in humans with the purpose of elucidating its therapeutic applicability.

Keywords: Chitosan films; a, f-Amirenone; Physicochemical characterization, healings; bandages;

in vivo studies.
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1. INTRODUCAO

A o,p-Amirenona (ABAME) (Figura 1 A) é um composto binario formado a partir da
combinagdo de dois isbmeros triterpendides, que € descrito como substancia isolada da a,3-
Amirina sendo esta encontrada em espécies vegetais da familia Bureraceae, como por exemplo
Protium heptaphylum, P. opacum var. opacum e P. giganteum, Trattinnickia glaziovii e T.
peruviana, conhecida popularmente como Breu Branco. Essas espécies sdo encontradas
facilmente no territorio brasileiro, principalmentena regido amazonica, contendo sete géneros e
cerca de 60 espécies nativas (FERREIRA et al., 2017a; ROSALEM et al., 2017).

Figura 1: Estrutura quimica da: (A) o e B-Amirenona.

H,C CI,

a-Amirenona B-Amirenona

Fonte:https://www.researchgate.net/figure/a-b-Amyrenone-isolated-from-Aleurites-moluccana-leaves_fig8 268234380,

2023.

Essetriterpendide ABAME ocorre naturalmente na naturezae é sintetizado poroxidacéo a partir
da o,B-Amirina que é obtida dessas espécies vegetais citadas acima, essa gera um derivado
semissintético que ¢ a o,f- Amirenona. Os triterpenos constituem uma classe de compostos
naturais, do grupo dos terpenos, com grande relevancia farmacologica devido a sua grande
distribuicdo na natureza e diversidade de atividades bioldgicas, tais como atividade
antiinflamatéria (BEDNARCZYK-CWYNAR et al., 2016; MENDES HOEPERS et al., 2015),
antimicrobiana (EL-SAYED et al., 2016), antineoplasica (SALVADOR et al, 2017
WOZNIAK; SKAPSKA; MARSZALEK, 2015; ZHANG et al., 2015), antivirais (HUANG et
al., 2018; NOWICKA-SANS et al., 2016), antiparasitaria (ISAH et al., 2016; ROCHAE SILVA
et al., 2015), cardioprotetor (DINH et al., 2015), hepatoprotetor (GUTIERREZ-REBOLLEDO
et al.,, 2016; HSIANG et al., 2015; XU et al., 2018), nefroprotetor (DING et al., 2015),
neuroprotetor (HUANG et al., 2018), além de hipoglicemiante (WU et al., 2015),
hipolipemiante e auxiliar na sindrome metabdlica (FERREIRA et al., 2017a). Nesse contexto,

esses compostos vém sendo cada vez mais investigados nas areas de saude e farmacéutica, em
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busca de novos candidatos a farmacos (HODON et al., 2019).

Alguns estudos com mistura de terpenos ABAME ja demonstraram potencial significativo
de atividade antiinflamatdria in vivo, porém os estudos sdo escassos e ndo mostram umprototipo
em forma farmacéutica viavel (FERREIRA et al., 2017a).

O desenvolvimento de novos farmacos tem sido um desafio crescente ao longo dos anos,
devido a crescente demanda por novas tecnologias que proporcionem maior comodidade,
atividade terapéutica e eficacia farmacoldgica, onde os produtos derivados de plantas sdo
promissores nesta area (SUT et al.,, 2018). Para obtencdo desses novos farmacos e formas
farmacéuticas ou para o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos,
destacam-se os biopolimeros, que sdo matrizes poliméricas classificadas de acordo com sua
estrutura em polissacarideos, poliésteres ou poliamidas, estes se tornaram conhecidos por
apresentarem propriedades como, biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e
alergenicidade, ampliando diferentes aplicacBes na area hospitalar (AZEVEDO; DE SA;
FUNGARO, 2018; AZUMA et al., 2015).

Além disso, os biopolimeros podem ser utilizados em preparacfes como agente
espessante, excipientes para dar consisténcia a cremes, matrizes em adesivos, curativos tipo
esponja, hidrogéis, membranas e adesivos em sistemas de liberacdo transdérmica, e também
promotores de permeacao e outras aplicacdes, como filmes para feridas cutaneas (NETA et al.,
2019; ZOU; LI; LI, 2015).

Dentre os biopolimeros existentes, a quitosana (Figura 1 B) € um polissacarideo de cadeia
linear, obtido a partir de uma N-desacetilacdo da quitina sendo solivel em solucgdes acidas
(ARANAZ et al., 2016). A quitina € um polissacarideo abundantemente encontrado na natureza,
estando presente no exoesqueleto de crustaceos (VAN DEN BROEK et al., 2015). A quitosana,
por ser um polimero natural muito estudado em tratamentos de feridas em pele, destaca-se para
o0 desenvolvimento de filmes poliméricos, constituindo um sistema de liberagdocontrolada de
farmacos, em particular para uso topico (AZUMA et al., 2015). Conforme mencionado
anteriormente, isso é possivel devido a sua biodegradabilidade, facil aplicacdo, baixa toxicidade
e controle de concentracdo de farmacos para formulacdes de uso topico (BEDIAN et al., 2017;
CAMPANI et al., 2018; LIZARDI-MENDOZA; ARGUELLES MONAL; GOYCOOLEA
VALENCIA, 2016; SAYARI et al., 2016).
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Figura 1: (B) Quitosana.
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https://www.researchgate.net/figure/a-b-Amyrenone-isolated-from-Aleurites-moluccana-leaves_fig8 268234380, 2023.

De acordo com a literatura, os filmes de quitosana apresentam vérias caracteristicas muito
bem definidas, tais como: sdo biodegradaveis, flexiveis, duraveis e resistentes, ndo se rompem
nem rasgam facilmente, possuem permeabilidade & agua e ao oxigénio e inibem o crescimento
bacteriano (AZUMA et al., 2015; LIZARDI-MENDOZA; ARGUELLES MONAL;
GOYCOOLEA VALENCIA, 2016). Com isso, a quitosana se torna o foco de pesquisas que
trabalham com regeneracdo tecidual, cicatrizacdo de lesdes e administracdo de medicamentos,
com énfase em desenvolvimento de membranas para carrear ativos em uso topico, pois esta
apresenta controle cinético de liberacdo de farmacos (BEDIAN et al., 2017; PEREIRA et al.,
2020).

Atualmente, nos tratamentos de feridas, os curativos disponiveis que séo utilizados, séo
em grande parte importados e com um custo elevado, sendo interessante o desenvolvimento de
outras alternativas terapéuticas que possam fazer uso de matérias-primas renovaveis, sendo
produzidas com uma tecnologia relativamente simples e de baixo custo (AZUMA et al., 2015).

Portanto, o presente estudo visa desenvolver filmes poliméricos, criando um novo sistema
de libera¢do de farmacos, resultante da incorporagdo de o, B-amirenona (ABAME) em uma
matriz de quitosana. Adicionalmente, avaliar o potencial antiinflamatério e cicatrizante dos

sistemas, visando possiveis aplicaces no tratamento de lesbes cutaneas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.PELE

A pele se enquadra como o maior tecido do corpo humano, esta apresenta
aproximadamente dois metros quadrados de extensdo pelo corpo, 0 que representa em torno de
15% do peso corporal. Esta é constituida por trés camadas: Epiderme, derme e hipoderme
(Figura 2), esta constituicdo proporciona a funcao de barreira primaria, servindo de protecdo do
corpo, sendo responsavel por proteger 0s 6rgaos e 0s outros tecidos contra agentes externos
infecciosos, que possamgerar uma injuria nesse tecido (BASU et al., 2017; WANG et al., 2018).

Figura 2: Camadas da pele.

Hipoderme -

p— —
——

Fonte: https://static.todamateria.com.br/upload/ca/ma/camadasdapele.jpg, 2022.
A epiderme € a primeira camada desse tecido (mais superficial), esta camada possui um

epitélio estratificado pavimentoso, ou seja, € constituido por estratos de células achatadas, onde
esse epitélio serd responsavel dentre suas fungdes por gerar um bloqueio entre o ambiente
externo, e impedir a perda de agua, pigmentacéo da pele e mediar respostas inflamatérias. Os
principais tipos celulares presentes nessa camada sdo: Queratindcitos, melandcitos e células de
Langerhans. Esta camada ndo possui vascularizacdo, portanto sua nutricdo vem a partir da
camada abaixo (derme) (CAPELLA et al., 2020; CHAMBERS, 2020).

A derme é a segunda camada da pele, essa camada € mais espessa que a epiderme,
entretanto, no sentido de nimero de células, essa camada possui uma quantidade bem menor ao
se comparar com a epiderme. A derme possui em sua constituicdo uma quantidade
majoritariamente de matriz extracelular, tendo o principal composto o colageno produzido pelos
fibroblastos, uma proteina da qual é responsavel por conferir elasticidade e firmeza ao tecido.
Nessa camada encontramos a matriz extracelular, rica em colageno; o tecido conjuntivo

propriamente, onde encontramos os fibroblastos, glandulas sudoriparas e sebaceas, além dos
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vasos sanguineos, linfaticos, e nervos (CHAMBERS, 2020; JUNQUEIRA, LUIZ CARLOS
UCHOA; CARNEIRO, 2017).

A hipoderme ¢é a terceira camada de constituicdo da pele, e também a mais profunda,
chamada também de tecido subcutaneo (adiposo), este é um tecido rico em adipécitos, ou seja
células de gordura, responsavel por vérias fungées como isolante térmico, reserva energética,
absorvente de possiveis choques mecanicos, dentre outros (CHAMBERS, 2020; JUNQUEIRA,
LUIZ CARLOS UCHOA; CARNEIRO, 2017).

2.2. CLASSIFICACAO DAS LESOES CUTANEAS

As lesdes cutaneas sao qualquer ruptura que venha a interromper a continuidade da pele,
podendo vir a acometer uma das camadas ou até estruturas mais profundas como a fascia
muscular em diante sdo definidas como feridas (MARTINS et al., 2021). Se isto acontece, a
mesma perde eficAcia como barreira, tornando susceptivel a agentes infecciosos, causando
perturbacdes as funcbes fisiologicas dos tecidos, e desencadeando processos inflamatorios e
infecgbes (DIEZ-PASCUAL ; DIEZ-VICENTE, 2015).

Em média, 6 milhdes de individuos possuem lesdes por todo o mundo. Nos Estados
Unidos, as lesdes cutaneas que ndo conseguem cicatrizar acometem milhares de enfermos e com
isso acabam gerando um custo de aproximadamente US$ 50 bilhdes, queimaduras representam
US$ 7,5 bilhdes, e incisdes cirdrgicas/traumas correspondem aproximadamente US$ 12 bilhdes
em custos de tratamento ao ano (RODRIGUES et al., 2019). Porém, esses resultados
econdmicos dessas lesGes sdo constantemente subestimados, visto que seja dificil mensurar de
forma integral. Elas representam um importante problema de satude publica. No Brasil, também
hd esse problema, entretanto os documentos médicos sobre essas lesbes sdo escassos
(LORDANI et al., 2018; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).

Essas lesbes sdo classificadas de acordo com alguns parametros importantes que servem
como embasamento para contribuir no diagndstico e na classificacdo propriamente da leséao,
como por exemplo, o tipo de ferida se é aberta ou fechada, o agente casual, o grau de
contaminacdo dessa lesdo, a duracdo da contaminacdo e o comprometimento que foi atribuido
a esse tecido (CAMARA; FELIX; CORGOZINHO, 2022).

Quanto aos agentes casuais, as lesdes tidas como fechadas, mantém integra a camada
superficial da pele, deixando a lesdo protegida de possiveis contaminagdes. Porém, os tecidos
mais profundos podem ser lesionados. Caso ndo haja a terapia adequada, essas lesdes podem

ocasionar uma ferida aberta, em funcéo da desvitalizagéo desse tecido. Alguns exemplos dessas
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lesOes séo os hematomas e contusdes (MARTINS et al., 2021). As contusdes sdo feridas causadas
por um traumatismo de tecidos subjacentes moles, geralmente é ocasionada por um objeto
rombo e posteriormente pode resultar em uma lesdo aberta, pois causa hemorragia e edema. O
hematoma é a agregacdo do sangue fora dos vasos sanguineos (extravasamento), apos a pressao
de algum objeto, 0 hematoma fica identificavel na pele como uma mancha vermelha, roxa ou
preta (Figura 3) (CAPELLA et al., 2020).

Figura 3: Hematoma/ contusao.

Fonte: https://www.infoescola.com/traumatologia/contusao/, 2022.

As feridas abertas sdo uma suspencdo da pele ou mucosas, de forma a separar e expor 0s

tecidos. Com base nisso, temos as seguintes classificacoes:

e Cirargicas ou incisivas: Essas lesdes sdao limpas, normalmente induzidas por algum
procedimento cirdrgico com fim terapéutico, com um instrumento cortante, como bisturi, faca,
laminas, onde apds o procedimento esse tecido é fechado por intermédio de suturas, com o
intuito da cicatrizacdo (Figura 4) (CAMARA; FELIX; CORGOZINHO, 2022);

Figura 4: Ferida cirargica.

Fonte: https://suturasonline.com.br/como-cuidar-corretamente-de-feridas-com-suturas/, 2022.

e Perfurantes: Lesfes ocasionadas por objetos pontiagudos, que causam pequenas
aberturas na pele, gerando uma profundidade no tecido. Provocada por objetos comoarmas de


http://www.infoescola.com/traumatologia/contusao/

fogo, vidros, ponta de faca (Figura 5) (TREMORI et al., 2018);

Figura 5: Les6es perfurantes.

Fonte: https://www.sobral24horas.com/2015/03/sobral-ce-jovem-e-lesionado-bala-no.html, 2022.
e Lacerantes: Sao lesbes que exprimem a apresentacdo de bordas irregulares, com mais
de duasdimensdes. Sendo essas induzidas por uma tracéo do tecido, lembrando um rasgéo ou
arranquedo tecido, como por exemplo na mordedura de um cachorro ou outro animal (Figura
6) (MARTINS; ONOFRE; MARCONDES, 2021);

Figura 6: LesOes lacerantes.

Fonte: https://www.opovo.com.br/naticias/brasil/2016/06/bebe-e-hospitalizado-com-marcas-
de- mordida-e-mae-e-levada-a-delegacia.html, 2022.

e Queimaduras: S&o lesGes traumaticas que causam a destruicdo da pele ou de outros
tecidos mais subjacentes, e que podem ser ocasionadas a partir de calor, eletricidade, radiagéo,
temperaturas extremamente frias, ou por produtos quimicos (SENA; BRANDAO, 2021). Essa
lesbes possuem uma classificagdo de acordo com o quanto atingiram de profundidade nos
tecidos. As queimaduras de 1° grau acometem apenas a epiderme, onde essa area fica dolorida
e com descamacdo. As queimaduras de 2° grau sdo lesdes que afetam a epiderme e a derme
(tecido conjuntivo), nesse grau a area fica com eritema, calor, dor, e podem aparecer

complicacdes sistémicas (CAPELLA et al., 2020). Nas queimaduras de 3° grau, estas acometem
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tecidos mais profundos como o tecido subcuténeo, tenddes, musculo e ossos (Figura 7). Esse
tipo de queimadura por ocasionaruma destrui¢cdo maior de camadas, necessita que o individuo
passe mais tempo hospitalizado, possuindo um maior risco de infec¢des, além de demandar um
tratamentomais complexo nesses tecidos. As queimaduras também podem ser classificadas
quantoa extensdo da &rea acomentida no corpo do individuo, classificando como: pequeno,
médio e grande queimado (DA SILVA et al., 2020).

Figura 7: Classificacdo das queimaduras.

Queimadura de 1° grau

Queimadura de 3° grau

Epiderme
Derme
Subcutaneo

Fonte: https://www.mdsaude.com/dermatologia/queimaduras, 2022.

O nivel de contaminacao existente nas lesdes possibilita que se classifique em quatro tipos
diferentes: Limpas, limpas-contaminadas, contaminadas e sujas/infectadas. Quanto ao grau de
contaminacdo, as lesdes podem ser classificadas em:

e Limpas: As lesdes limpas ndo expdem nenhum sinal de infeccdo, essas lesbes séo
praticadas de forma cirdrgica, de forma mais asséptica possivel, sem contaminac¢do, nem
inflamacdo e com as bordas das lesdes sendo unidas por suturas. A chance de infec¢do nesse
grupo é bem baixa, em torno de 1 a 5%. Além disso, essas lesbes ndo afetam os tratos urinario,
genital, digestivo e respiratorio (DA SILVA et al., 2020);

e Limpas-contaminadas: Essas lesdes mostram contaminacdo de forma moderada, por
envolvimento cirdrgico aos tratos digestivo, respiratorio, genital e urinario. O risco de uma
infeccdo nessas lesdes ndo passa de 10% (DA FERNANDA CAMILA FERREIRA SILVA et
al., 2015; DA SILVA et al., 2020);

e Contaminadas: Essas lesdes sdo aquelas feridas acidentais traumaticas que estdo
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abertas hé pelo menos seis horas ou mais, ou que entraram em contato com agentes quecausam
contaminag@o, como microorganismos, areia, fezes, implicando nas condic¢des de assepsia. O
risco de infeccdo nessas lesdes fica em média entre 20 a 30% (DA FERNANDA CAMILA
FERREIRA SILVA et al.,, 2015; DA SILVA et al., 2020);

e Sujas-infectadas: Essas lesdes sdo feridas traumaticas que estdo abertas, apresentando
sinais nitidos de infeccdo, como edema, supuracdo e de aspecto purulento, sendo possivel
visualizar os tecidos lesionados e com a presenca de exsudato. Isso tudo ocorre devido a
multiplicacdo e invasdo desenfreada de microorganismos bacterianos, que estdo em
consonancia direta ao tempo em que se encontram em contato com a ferida (MARTINS et al.,
2021).

As classificacOes das lesdes também podem ser realizadas a partir do comprometimento
desse tecido, nesse caso a leséo sera classificada em estagios I, I1, 11l e V. Segue a descricao
de cada um abaixo:

e Estagio I: Nesse estagio, ocorrera comprometimento apenas da epiderme, no quala pele
estara com eritema, porém nao ocorrera perda tecidual. O tecido terd pequenas mudancas na
sensibilidade, temperatura e consisténcia (SANTOS, TIAGO LOPES DOS; CERAVOLO,
MARINARA KORT; ANDREAZZI, MARCIA APARECIDA; SANTOS, JOSE, 2021;
SILVA et al., 2022);

e Estagio I1: Nesse estadgio ha uma perda tecidual ocorrendo um comprometimento da
epiderme, derme ou dos dois. O tecido pode apresentar uma coloragdo vermelha ou rosa,sera
Umido, e pode aparecer uma bolha intactaou rompida (CALIRI et al., 2016; SILVA et al., 2022);

e Estagio I11: Nesse estagio ocorre um comprometimento total da pele, e uma necrose no
tecido subcutaneo, podendo se visualizar tecido de granulacdo e lesGes com bordas enroladas,
mas ndo se atingiu ainda a fascia muscular (CALIRI et al., 2016; SILVA et al., 2022);

e Estagio 1V: Nesse estagio pode-se observar uma grande destruicdo de tecido, com perda

tissular, com lesdo muscular, 6ssea ou necrose tecidual (CALIRI et al., 2016).

2.3. CICATRIZACAO DE FERIDAS

A preservacdo e o processo de reparo da pele se fazem importante, e com isso sdo bastante
estudados as causas e formas de tratamento de processos inflamatdrios que nela ocorram, devido
a sua relevancia no sistema de salde, pois apresentaum nimero consideravel de pessoas afetadas
(MENDES HOEPERS et al., 2015). Pacientes com condic6es de satde como diabetes, idosos e
pacientes com doengas genéticas, possuem uma predisposi¢do a uma cicatrizagdo anormal de

lesGes, com isso gerando sequelas a longo prazo como uma cicatrizagéo retardada, incompleta
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ou desordenada. Atualmente existem vérias terapias para o processo de cicatrizacdode feridas,
de modo geral essas terapias sdo moderadamente eficazes. Sendo assim, observa-se uma
necessidade de terapias cada vez mais eficazes para cicatrizagdo de feridas, visto que esse
processo seja um desafio (BASU et al., 2017; LORDANI et al., 2018).

Quando ocorre uma lesdo em um individuo, acontece uma série de acontecimentos
bioquimicos responsaveis por consertar o dano gerado e com isso possibilitar a cicatrizacdo.
Esses acontecimentos sdo relatados em fases diferentes, representando as principais etapas
observadas em cada periodo. Existem trés fases que representam esses eventos e sao elas: Fase
inflamatdria, fase proliferativa ou de reparacgdo e fase de maturagdo ou remodelacdo (Figura 8).
Cada fase tem suas diferencas, suas fungdes que se complementam e suas caracteristicas
histologicas (MOREIRA, 2016).

Figura 8: Fases da cicatriza¢do dos tecidos

| Fase inflamatoria Fase proliferativa | Fase de maturacgao |

Fonte: https://blog.medcel.com.br/post/fases-da-cicatrizacao, 2022.

2.3.1. Faseinflamatoéria

Nessa fase como seu préprio nome diz, é possivel se observar os sinais cardinais de
inflamacao nesse tecido como edema, calor, vermelhiddo e dor no local da lesdo. Essa fase tem
inicio imediato apos a lesdo, e gira em torno de até 3 dias ap0s o inicio da lesdo. Inicialmente
0s primeiros eventos tem relacdo com respostas vasculares caracterizadas por coagulacédo
sanguinea e hemostasia, onde é possivel se observar uma ativacdo da agregacao plaquetéria, e 0
comeco da formacdo de um coagulo, esse mecanismo sera responsavel por fazer uma rede
selando provisoriamente essa lesdo da entrada de microorganismos oportunistas que venham a
se espalhar pelo tecido. A nivel celular, ocorrerd uma dilatagdo e aumento da permeabilidade
dos vasos sanguineos, favorecendo a infiltracdo de leucdcitos nesse local, tendo esses diferentes

funcdes como liberagcdo de fatores de crescimento de transformacdo beta (TGF-p), fator de
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crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos fibroblastos
(FGF), fator de crescimento epidérmico, prostaglandinas e tromboxanas, que atraiam
neutréfilos a lesdo, dando inicio a resposta proliferativa para reparo da ferida, além de atuar
como uma trama para migracdo de neutrofilos, monadcitos, células endoteliais e fibroblastos
(MARTELLI et al., 2016; NOUR et al., 2019; SILVA; MOREIRA, 2020).

Os macrdéfagos e neutrofilos que circulam pelo sangue se comprimem por intermédio dos
capilares dilatados, contribuindo na retirada de bactérias e restos de tecidos mortos e/ou células.
Os macrdfagos possuem um papel muito importante pois eles finalizam o desbridamento que
foi comecado pelos neutréfilos e sua colaboracdo é secretando citocinas e fatores de
crescimento (PDGF, TGF-B e EGF), além de auxiliarem na sintese de matriz extracelular,
producéo de colageno (fibroplasia), formacdo de novos vasos (angiogénese), etapas que serdo
essenciais para a proxima fase que ¢ a proliferativa (HAN; CEILLEY, 2017).

2.3.2. Fase proliferativa

Essa fase acontece no intervalo de 4 a 12 dias apos a lesdo, nessa fase como o préprio
nome diz € 0 momento em que ocorrera um enorme aumento na producdo e desenvolvimento
de células nesse tecido. Essa fase é responsavel pelo inicio de formacéo propriamente do tecido,
onde consiste no engajamento das células endoteliais, células epiteliais, macrofagos,
fibroblastos, com o intuito de revestir e preencher a area lesionada, reintegrando o tecido
(NOUR et al., 2019; WANG et al., 2018).

Existe quatro estagios basicos que ocorrem no processo de cicatrizacdo: reepitelizacéo,
angiogénese, formacéo de tecido de granulacéo e deposicdo de colageno. Tudo comeca com a
multiplicacdo de células epiteliais, na borda da leséo, simultaneamente com a angiogénese e a
fibroplasia, a partir desses estagios sera formado o tecido de granulacéo, este sera encarregado
por ocupar a lesdo por baixo da crosta, colaborando na formacdo de uma barreira protetora
inibindo infec¢bes e ajudando na epitelizacdo da lesdo. O tecido de granulacao é formado por
macrofagos, fibroblastos, vasos sanguineos, com uma matriz frouxa de colageno, glicoproteina,
fibronectina e &cido hialurdnico (HA) (AZEVEDO et al., 2020; PEREIRA et al., 2019).

Na fase proliferativa, o leito da lesdo esta repleto de células da pele em desenvolvimento,
e fatores de crescimento sendo secretados como as citocinas TNF-a e IL-6. Além disso, células-
tronco derivadas da medula vao se diferenciar em células da epiderme e da derme, e com isso
se multiplicar para reorganizar o tecido e substituir as células que estdo faltando. Porém, em
lesbes cronicas, essa capacidade de cicatrizagdo é desajustada por causa do processo de
inflamacdo continua (NOUR et al., 2019).
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Na fase proliferativa os macrofagos induzem a ativacdo dos fibroblastos, um macrofago
de subconjunto CD206+/CD301b+ ativa a modificacdo de fibroblasto para miofibroblasto (uma
célula com fenotipo hibrido, com caracteristicas de fibroblasto e célula muscular lisa), tanto no
homem quanto nos camundongos, a modificacdo dessa célula vai desencadear um aumento de
colageno e de actina no musculo da lesdo. Além disso os macréfagos possuem também a
possibilidade de se modificar em células fibréticas, aplicando colageno e outros fatores da
matriz extracelular, esses macr6fagos que possuem essa caracteristica sdao chamados de
fibrocitos ou macr6fagos M2a, e sua funcionalidade sera importante na formagdo do processo
de cicatrizacdo. Ndo se sabe ao certo se 0s macréfagos M2 provascular e os macréfagos
fibroticos M2a sdo de um mesmo subconjunto, visto que tanto a neovascularizagdo quanto a
deposicédo de colageno na lesdo sejam interligadas. Acredita-se que existam varios fenotipos
hibridos do macréfago e ndo apenas um subconjunto (RODRIGUES et al., 2019).

2.3.3. Fase de remodelamento

Essa é a Gltima e mais duradoura etapa da cicatrizacdo das lesdes, essa fase dura em média
de 14 dias até meses ap0s o inicio da les@o, nesta fase é necessario um equilibrio entre a morte
celular das células ja existentes e a producdo de novas células. O tecido granulado torna-se um
aglomerado livre de células. Para que isso aconteca, é elaborado uma matriz de colageno densa
com fibras compactas sendo acrescentadas por proteoglicanos e glicoproteinas (NOUR et al.,
2019).

Nesta etapa nota-se uma continua reabsorcéo e deposicdo de colageno, a matriz do inicio
de colageno se diferencia no contetido e organizacao do tecido normal. A lesdo jovem apresenta
uma matriz com 20% predominante de coldgeno do tipo Ill, tornando a matriz e
consequentemente a lesdo fragil. Devido a isso, esse colageno é degenerado dando espaco ao
coldgeno do tipo 1, sendo este mais resistente e denso. No decorrer do tempo de
amadurecimento da lesdo, as fibras colagenas se ajustam entrelacando-se, em média apds uma
semana transcorrida, a resisténcia da lesdo alcanca 3% da mesma que um tecido normal, além
disso ocorre uma dimimuicdo da angiogénese, dos elementos celulares e uma reestruturacao
dos anexos da pele. As colagenases e proteinasas irdo declinar as fibras de colageno, e um novo
colageno sera disposto pelos fibroblastos (CAPELLA et al., 2020; MEDEIROS; DANTAS-
FILHO, 2017).

Na fase de remodelamento, os macr6fagos possuem uma importante funcao, eles irdo
assumir um fendtipo fagocitico com um cunho fibrolitico, conseguindo dissipar a matriz

excessiva e as células mortas. Esses macrofagos sdo entitulados M2c, onde conseguem liberar
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proteases e fagocitar as células e a matriz que se encontra emexcesso e que ndo se precisa mais
para a lesdo ser fechada. Se n&o ocorrer uma sinalizacdo adequada por parte dos miofibroblas
para que os macrdfagos atuem nesse processo, isso resultara em um excesso de matriz
depositada, resultando em uma fibrose cutanea (CAMARA; FELIX; CORGOZINHO, 2022;
RODRIGUES et al., 2019).

2.34. Cicatrizagdo por primeira intengéo

Essa cicatrizacdo acontcece quando as bordas das lesdes sdo aproximadas, por intermédio
de uma suturacédo, ocorrendo a menor perda de tecido, auséncia de infeccdo, sua cicatrizacao
acontece em torno de 4 a 7 dias depois da incisdo. O fechamento dessa lesdo s6 é indicado
quando a mesma se encontra sem infeccdo. Exemplo: Ferimento suturado por cirurgia
(DILLER; TABOR, 2022).

2.3.5. Cicatrizacao por segunda intencéo

Essa les@o acontece uma perda consideravel de tecido, podendo ter infec¢do ou ndo,e com
bordas que ndo conseguem ser aproximadas. Essas lesdes ficardo abertas e serdo tratadas como
um ferimento aberto. Elas terdo maior dificuldade com a cicatrizagdo, pois precisardo de um
maior tempo para cicatrizar. Sera necessario formacao de coldgeno, angiogénese, contracéo e
epitelizacdo. Esse evento pode durar dias a meses (DILLER; TABOR, 2022).

2.3.6. Cicatrizacao por terceira intencéo

Essa cicatrizacdo se da a partir da aproximacdo das bordas da lesdo depois de um
tratamento inicial. Normalmente isso acontece quando a lesdo esta infeccionada, sendo esta

primeiramente tratada e posteriormente entdo ser suturada (DILLER; TABOR, 2022).
2.4. CURATIVOS

Aarea de atuacdo na terapia de lesGes estad em continuo crescimento e a gestao satisfatoria
depende do entendimento do processo de cicatrizacdo, do tipo de lesdo a ser tratada, da condicao
de saude do paciente, além das caracteristicas fisico-quimicas do material utilizado no curativo.
E inexistente um curativo singular que seja adequado para tratar todos os tipos de feridas, quer
seja ela agudas ou crénicas (BASU et al., 2017).

As metodologias mais novas para o tratamento de les@es, estdo inclusas desbridamento,
enxertos de tecido, irrigacdo, enzimas proteoliticas e antibidticos, e com elas vem acompanhado
as suas vantagens, mas também desvantagens, além de algumas vezes efeitos adversos
indesejados. Esforcos estdo sendo feitos em todo o mundo para descobrir agentes que possam

promover a cura e, assim, reduzir por exemplo o custo da hospitalizagéo e salvar o paciente de
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situacGes como amputagdes ou de outras complicacdes graves (DUQUE et al., 2016).

Com isso, foi desenvolvida ao longo dos anos, uma vasta variedade de curativos, tendo
alguns como base polimeros sintéticos, semissintéticos ou naturais. E necessario que 0s
curativos apresentam propriedades fisico-quimicas e biolégicas que sdo importantes pra sua
acdo, como boa aderéncia a ferida, facil formacao do gel, boas propriedades mecénicas, além
de ajudar na regeneracgdo celular, inibir o crescimento bacteriano ou fungico, e ter auséncia de
antigenicidade (KAYGUSUZ et al., 2017; ROCHA E SILVA et al., 2015).

Na prética clinica, os curativos e produtos de uso topico sdo utilizados para criar e manter
um ambiente favordvel para a cicatrizacdo. Entretanto, muitas vezes estes possuem um alto
custo, além de serem ineficazes ou nédo tdo eficazes assim para aquele fim a que se destinam.
Apesar de existir a disposicéo varias formulacdes farmacéuticas, novas alternativas terapéuticas
podem contribuir num menor namero de efeitos indesejaveis, menor custo e também

otimizando o tempo de recuperacdo (LORDANI et al., 2018).

Com isso, a pesquisa farmacéutica continua procurando desenvolver novos sistemas
de liberacdo, onde seja possivel veicular substancias com um bom potencial farmacologico.
O objetivo de novos sistemas sugere requisitos que se enquadrem como um bom curativo,
como por exemplo, uma forma farmacéutica de facil aplicacdo, com controle de dose,
veiculando umasubstancia que seja possivel de tratar as infecgdes cutaneas, além de conduzir
uma proposta inovadora mostrando uma alternativa as formas farmacéuticas convencionais
de uso topico, como cremes, geéis, pomadas (ESKANDARINIA et al., 2019).

Atualmente, existe uma enorme variedade de curativos, partindo desde as coberturas
mais simples, como uma compressa de gaze, até as formas farmacéuticas mais bem
elaboradascomo pomadas, géis, solugdes, cremes, suspensdes, além dessas ainda tem as
formas com mais tecnologia aplicada como as espumas, filmes, hidrocoldides e hidrogéis.
Cada forma farmacéutica é aplicada para condi¢cGes em especifico. Ademais, 0s curativos
possuem a propriedade de veicular diversos tipos de principios ativos como antimicrobianos,
cicatrizantes, dentre outros (BOATENG; CATANZANO, 2015; KAMOUN et al., 2015).

Dentro do universo de curativos disponiveis no mercado, eles sdo classificados como:
curativos passivos, esse grupo de curativos possui a funcdo restrita a cobertura e protecdo do
local; curativos interativos, esse grupo tem a funcdo de modificar a fisiologia do micro
ambienteda lesdo, mantendo o local da lesdo Umido e favorecendo sua cicatrizagéo, e por fim
0s curativosbioativos, esse grupo possuem as mesmas fungdes dos grupos anteriores, porém

além disso ainda tema funcéao de receptaculo de farmacos, como proposito de tratar as lesdes
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e promovera regenracdo dos tecidos a partir da liberacdo dos farmacos no tecido lesionado
(BOATENG; CATANZANO, 2015; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

Os filmes apresentam uma fina espessura, e sdo usados como barreira a agentes
externos. Eles podem ser adquiridos por varios processos diferentes, dentro dessas técnicas,
existe a de casting, que constitui-se da preparacdo de uma solucédo de um polimero seguido
da evaporagdo do solvente. Com isso, ocorrerd a formagdo de uma solucdo filmogénica
devido as interacdes inter e intramoleculares que ocorrem entre o polimero e o solvente. Os
filmes terdo particularidades que irdo variar de acordo como tipo de polimero utilizado e a sua
concentracdo (DUTRA et al., 2017).

Os filmes apontam a possibilidade de tornar o tratamento comodo e funcional quando
comparado a outras formas farmacéuticas, pelo fato de serem transparentes, possibilitando a
visualizacdo da lesdo, sdo capazes de ser aplicados em lesGes com uma extensao maior,
alem de serem removidos com mais facilidade, sem dor ou pertubacéo na sua remocdo. Além
do mais, eles podem atuar como matrizes de liberacdo controlada ou extendida do farmaco,
ocasionando a diminui¢cdo no namero de trocas do curativo e favorecendo a adesdo ao
tratamento por parte do paciente (OSHIRO JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014).

2.5 ALFA BETA AMIRENONA

Na industria farmacéutica existe um impasse que acomete o uso dos plantas
medicinais, que € a quantidade de matéria-prima que se faz necessaria para producéo dos
produtos, entretanto com o avanco de ensaios de sintese ou semissintese € possivel se isolar,
purifcar e aumentar a quantidade de matéria-prima que sera utilizada dessas plantas. A
Amazonia alberga um dos biomas com maior biodiversidade de fauna e flora e também mais
diversificado do planeta. Devido a esse grande biodiversidade, isso favorece a manufatura
de novos produtos farmacéuticos, dentro dessa logistica os breus amaz6nicos possuem
aspectos farmacologicos que influem no estudo e isolamento de compostos bioativos
(FERREIRA et al., 2017).

O Protium heptaphyllum é uma arvore de grande porte, que faz parte da familia
Bureraceae, onde essa familia envolve em torno de 16 géneros e mais de 800 espécies, essas
sdo vistas na regido Amazdnica marjoritariamente e em outras regides do Brasil. Essa arvore
é conhecida de forma popular como Almecegueira, Breu Branco. Quando o tronco dessa
arvore sofre um corte, este libera uma dleo-resina amorfa que pode ser utilizada como
vernizes, cosmeticos, dentre outros, além de apresentar a¢do bioldgica como antiinflamatorio,
gastroprotetor, dentre outros (MELO et al., 2010).
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Estudos realizados nessa 6leo-resina apresentam que em sua constituicdo tem a presencga
de substancias de natureza da classe dos triterpenos pentaciclicos, o que se encontrou em maior
quantidade ¢ a a,-amirina. Nos Ultimos tempos ja foi relatado na literatura estudos com essa
mistura de isdmeros, onde esta apresentam vérias atividades biolégicas como, anti-
inflamatoria, gastro e hepatoprotetora, hipoglicemiante e hipolipemiante e muitas outras
(FERREIRA et al., 2017).

Os triterpenos sdo uma classe de compostos naturais que possuem grande magnitude
para novas descobertas de uso, devido a sua capacidade farmacoldgica, apresentando varias

propriedades como: antifingica, antiviral, antibacteriana, neuroprotetor, dentre outros.
Triterpenos exibem uma variacao estrutural, onde podem ser tetraciclicos ou pentaciclicos, 0s
triterpenos pentaciclicos apresentam em sua estrutura 30 atomos de carbono e 5 anéis, eles
podem ser classificados em 3 subclasses: oleanos (-amirina), ursanos (a-amirina) e lupanos.
Os oleanos e ursanos contém 5 anéis hexagonais, e se distinguem no posicionamento dos seus
grupamentos metilo onde nos oleanos os dois grupamentos estdo em C-20, e nos ursanos um
grupamento estd em C-20 e outro em C-19. Nos lupanos a sua estrutura difere um pouco mais
que as duas subclasses anteriores, visto que 0 seu quinto anel seja pentagonal (NUNES, 2013).
Além da a,B-amirina também é encontrado em quantidade menor na 6leo-resina a
presenca da a,B-amirenona, este da mesma forma é um derivado triterpénico que faz parte das
séries oleano e ursano como a a,B-amirina. A a,B-amirenona além de ser encontrada nas
espécies vegetais, também pode ser obtida a partir de uma reacao de oxidacdo da o,f3-amirina,
tornando o produto dessa reacdo uma molécula semissintética. Devido a necessidade de se
obter a substancia em maior quantidade do que pode ser encontrado na natureza, algumas
vezes se faz necessario o processo de sintese e semissintese em laboratério (MELO et al.,
2010).

A o,B-amirenona ainda ndo possui muitos relatos na literatura sobre suas atividades
biologicas visto que ainda € uma molécula nova e que necessita de mais estudos sobre suas
acOes terapéuticas, entretanto, estudos como o de (NIU et al., 2014) que apresenta um efeito
antiinflamatorio reduzindo edema de orelha em modelo animal, fez o uso do isdmero o-
amirenona. O estudo de (FERREIRA et al., 2017b) também conseguiu avaliar as atividades
hipolipemiante, hipoglicemiante e antiobesidade dessa vez da o e B- amirenona em

camundongos, obtendo resultados promissores.
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GERAL
Desenvolver e caracterizar um filme polimérico a base de quitosana para incorporagédo da

a,p-Amirenona e avaliacdo in vivo das atividades cicatrizante e anti-inflamatoria de uso tépico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Desenvolver filmes poliméricos a base de quitosana para veiculacdo da ABAME;

v" Incorporar a ABAME no sistema polimérico;

v’ Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas;

v/ Avaliar in vivo a acdo cicatrizante e anti-inflamatéria dos filmes com ABAME,

utilizando camundongos.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL BIOLOGICO (ALFA BETA AMIRENONA)

Foi obtido no mercado de Coari, no estado do Amazonas, no Brasil, 2 kg de 6leo-resina
do Protium spp. As amostras foram limpas, moidas, e apds identificacdo ficaram guardadas
na geladeira até irem pra etapa de extracdo. A etapa de extracdo e isolamento da amirina se
deu por cromatografia em coluna de fase normal, em seguida a amirina isolada seguiu pra
etapa de oxidag¢dao. A mistura de a, B-amirenona foi obtida pela oxidagdo de a, B-amirina
isolada das 6leo-resinas do Protium. O rendimento da reacéo baseado em 1,0 g de o, B-amirina
foi cerca de 70% de a, B-amirenona com aproximadamente 99,66% de pureza (FERREIRA et
al., 2017a). Todas essas etapas foram realizadas na UFAM pelo professor Emerson Lima.

4.2. DESENVOLVIMENTO DOS FILMES POLIMERICOS

Os filmes de quitosana foram preparados a partir do método Casting, onde neste
método o polimero foi acrescentado ao &cido acético (solvente), até a obtencdo de mistura
homogénea e depois de vertermos a mistura no recipiente adequado, secamos em estufa atéa
evaporacdo do solvente. A quitosana (polimero) foi dissolvida em &cido acético (solvente)
(1% p / v) e submetida a agitacdo magnética a 500 rpm por 24h. A solucédo resultante foi
filtrada a vacuo e 7 mL da solucdo de quitosana foram vertidos em placas de Petri com 47
mm de diametro para formacéo de filmes brancos (BCF).

Para a incorporacdo do ABAME nos filmes, foram previamente preparadas as solucées
dissolvidas em etanol a 96% nas concentracGes de 1mg / mL, 2mg / mL e 5mg / mL. Sendo
assim, 2 mL de cada solucé@o pronta foram acrescentadas a 7 mL da solucdo de quitosana,
formando F1 (1 mg/ mL ABAME), F2 (2mg/ mL ABAME) e F5 (5 mg / mL ABAME).

Os filmes foram submetidos a secagem em estufa Quimis® a 40°C + 2 °C por 24 horas.
Na sequéncia foi adicionado uma solucao de hidroxido de sddio (NaOH) 1M sobre os filmes
formados, para neutralizacdo do acido residual. Em seguida, lavou-se com agua destilada até

atingir o pH proximo de 7.0 e secos emtemperatura ambiente por 24h.

4.3. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES

4.3.1. Espectroscopia nha regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)
As amostras foram submetidas a andlise da espectroscopia de infravermelho utilizando

0 equipamento Shimadzu ® (IRPrestige-21). Estas foram colocadas em chapas de ago e
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analisados diretamente pela ATR (Attenuated Total Reflectance). As amostras foram
analisadasna regido de 700-4000 cm-! com 15 varreduras e resolugio espectral de 4 cm-1.
4.3.2. Difragdo de raio- x (DR-X)
Adifragdo deraio X foirealizada utilizando um Bruker D2 Phaser, comradiagdo CuKa
(A =1.54 A) auma voltagem de 30 kV e uma corrente de 10 mA usando umdetector Lynxeye.
Asamostras foram escaneadas a temperatura ambiente durante um periodo de 2 horas a uma
faixade 5 a 60° a 0.05°/s.

4.3.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As analises do DSC foram realizadas utilizando o calorimetro de exploracdo
diferencial Shimadzu DSC-60A, na razdo de aquecimento de 10°C/min e no intervalo de
temperatura de 25-400°C com a atmosfera dindmica de nitrogénio a 50 mL/min, em um
cadinho de aluminio com massa de amostra de torno de 3 mg. Antes do ensaio, atemperatura
e o fluxo de calor do instrumento DSC foram calibrados com indio (ponto de fusdo = 157.5
°C e AH =26.7 ] g-}).

4.3.4. Termogravimetria (TG)

As amostras foram submetidas ao analisador termogravimétrico DTG 60AH da
Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 25-500°C, com razdo de aquecimento de
10°C/minsob uma atmosfera dindmica N2 a 50 ml min-!, em um cadinho de alumina
contendo amostrasde cerca de 3mg. A verificacdo do instrumento empregado sera feita com
padrdo de CaC,04 H20.

4.35. Microscopia eletronica varredura (MEV)

As amostras foram montadas em tocos de ouro usando fita adesiva dupla face. As
analisesmorfoldgicas véo ser realizadas no FEG ZEISS, modelo Auriga Microscope, com
ampliacdo de 500X, 1500X. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura serdo obtidas

a um potencial de aceleracdo de 5 kV sob pressdo reduzida.

4.4. ANIMAIS
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federaldo Rio Grande do Norte, protocolo nimero 210.080 /2019 (ANEXO
I). Nesta pesquisa foram utilizados 50 camundongos machos da linhagem Swiss (Mus
musculus), dividindo esses animais em duas etapas, uma de 7 dias e outro de 14 dias, esses
animais tinham idade de 8 a 10 semanas, com peso entre 25 a 35¢, alojados no Biotério do
Centrode Ciéncias da Saude - CCS, no anexo do Hospital Universitario Onofre Lopes —

HUOL/UFRN. Os animais durante todo o processo receberam alimentagdo (racéo tipo
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pellets) e agua ad libitum, respeitando o nimero de 5 animais por gaiola. Mantidos a
temperatura de 22 + 2°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas.

Todos os ensaios basearam-se também na quantidade de animais por grupo que
fossem mais bem aproveitados de forma ética e responsavel para minimizar o sofrimento
e produzir resultados cientificos confiaveis, de acordo com estudos anteriores citados no

documento de projeto submetido ao Comité de Etica de Uso em Animais (CEUA).

4.4.1. Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos em cinco grupos experimentais de acordo com o
tratamento proposto, sendo o nde 10 animais por grupo. O primeiro grupo é os nao tratados
(recuperacdo natural, utilizando apenas solucdo salina), o segundo grupo é os BCF foram
tratados aplicando o filme de quitosana em branco e os grupos trés, quatro e cinco,
respectivamente F1, F2 e F5, correspondem aos grupos tratados com filmes de quitosana-
ABAME que foram recortados de forma circular com 1,0 cm de didmetro e apresentando
concentragéo teodrica a ser testada nas concentragfes F1 - 0,11 mg/cm?, F2 - 0,23 mg/cm?,
e F5— 0,57 mg/cm?,

4.4.2. Inducdo de feridas na pele

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 80 mg / kg de cetamina e 10
mg / kg de xilazina. ApoOs a anestesia, foi realizada tricotomia na regido dorsal para facilitar
uma boa visualizacdo do campo operatorio, bem como para facilitar a analise do processo de
cicatrizacdo da ferida. Realizou-se assepsia do dorso e, em seguida, excisdo circular da pele
medindo 1,0 cm de diametro com auxilio de punch, expondo Panniculus carnosus, conforme
protocolo adaptado de (MARTINS et al., 2006). A membrana (curativo) foi aplicada
imediatamente sobrea ferida. Os camundongos foram sacrificados com cetamina e xilazina (120
mg / kg e 30 mg / kg, respectivamente, por via intraperitoneal) nos dias 7 e 14 ap0s o

procedimento. Desenho experimental representado na figura 9.
Figura 9: Desenho experimental

INDUGAO DE FERIDAS NA PELE DOS ANIMAIS

I I | ] 1
Camundongo Swiss 0°DIA 7°DIA 14° DIA

’7} N (:.P” o" \ ’7;) o ™\ (:.;y q 17}
Cs ( el G f B &
2N 25/ AN 2 ™~ \
— —~7 o) ) : "

Dosagem das citocinas;
Produgo das laminas

histologicas.

Pesando 2535 g Tricotomia no dorso dos animais;

Exciso circular da pele de 1,0 cm; Analise do processo de cicatrizagdo
Aplicagdo da solugdo salina ou dos curativos.

Anestesiados com
Ketamina / Xilazina

Fonte: Elaborado pela Autora.
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45.EFEITO CICATRIZANTE

Apos a eutandsia, aos 7° e 14° dias, foi realizada a analise macroscopica das lesdes no
dorso dos camundongos. A porcentagem de area da ferida nos dias de p6s-operatorio foi
calculada comparando-se as mudangas no tamanho da ferida em relagcdo ao primeiro dia de
procedimento. O monitoramento da evolucéo da cicatriz foi utilizado no software ImageJ
para mensuracdo. Apos analise macroscépica, as feridas foram excisadas com margem de
2 mm além da borda da ferida para avaliacdo histopatoldgica, e uma amostra representativa
foi utilizada para ilustrar a cicatrizagdo da ferida observada no presente estudo.

A area ferida foi fotografada e medida utilizando a escala graduada que foi importada
do software Image J® 1.49 (disponivel gratuitamente em: http://imagej.nih.gov/ij/) e as
bordas da ferida contornada para ter sua area determinada em 0, 3, 7, 10 e 14 dias p0s-
feridos para a avaliacdo do periodo inflamatério agudo até o periodo de cicatrizagdo
tecidual. Os resultados foram expressos como porcentagem de fechamento relativo ao

tamanho original da ferida usando a Eq. (1):
% cicatrizagio da ferida =4°4r A0x 100

Onde AO corresponde ao dia 0 da cirurgia e An corresponde ao nimero de dias (3°,
7°, 10% 14° dia).

Na analise histologica, amostras das lesbes cutaneas dos animais submetidos ao
modelo experimental foram coletadas e imediatamente fixadas em formalina tamponada a
10%, apds 24 horas as amostras foram retiradas da formalina e desidratadas em alcool,
tomando seis banhos de alcool a cada uma hora (partindo da concentragéo de alcool a 70%
até alcool absoluto) onde as amostras ficavam imergidas por uma hora em cada
concentracdo de alcool, a partir do alcool 70% seguindo para 80%, 90%, 95% e absoluto
em duplicata, em seguida imergiu em trés banhos de xilol e posteriormente submetidos a
trés banhos de parafina. Apos essa etapa, as amostras encontram-se submersas na parafina,
formando blocos, quando os blocos estavam solidificados as amostras foram cortadas em
microtomo em secBes de 5 um de espessura. Na etapa seguinte, esses cortes foram fixados
em laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE) e posteriormente examinadas em
microscopia Gptica.

As principais medidas das analises histopatoldgicas das lesGes cutaneas nos dias 7 e
14 do modelo experimental, incluiram a quantidade de infiltrados inflamatorios,
quantidade e manutencdo de tecido de granulacdo (viavel), depdsito de colageno,

reepitelizacdo, neovascularizagéo e a presenca de tecido necrosado (ndo vidvel). Em cima
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dessas caracteristicas, estas foram classificadas e pontuadas de acordo com a tabela da
seguinte forma: infiltrado inflamatério, reepitelizacdo, neovascularizagdo e areas de
necrose. Utilizando escores de 0 a3 (0 - nenhum, 1 - escasso, 2 - moderado, 3 - abundante)
sendo atribuidos pontuacéo a cada pardmetro e fazendo a média dos escores, de acordo
com o protocolo adaptado por (ABRAMOV et al., 2007).

Tabela 1. Classificacdo dos critérios utilizados nas analises histopatologicas

Pontuacdes Infiltrado Neovascularizacéo Reepitelizacéo Crosta e Necrose
Inflamatério
0 Ausente Ausente Ausente Ausente
1 Discreto Inicial Parcial Presente
2 Moderado Parcial Completo
3 Intenso Completo

Fonte: Adaptado de ABRAMOV, 2007.

4.6. ANALISE DE QUANTIFICAQAO DE CITOCINAS

A concentracdo de citocinas IL1-pB, IL-10 e TNF-a foi medida usando Kkits comerciais
de imuno ensaio enzimatico (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, EUA), e a densidade
Optica medida digital a 450 nm em espectrofotdmetro. As amostras das lesdes foram
homogeneizadas e processadas conforme descrito por (SAFIEH-GARABEDIAN et al.,
1995). O procedimento aconteceu em placas com 96 pocos, onde foram incubadas por 18
horas a 4°C (over night) com o anticorpo de captura de IL-1B, IL-10 e TNF-a. No dia
seguinte, as placas passaram por 9 lavagens divididas em grupos de 3 em 3 lavagens a cada
duas horas com PBS. Primeiramente foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem de
tampao fosfato salino (PBS) para retirada do anticorpo de captura, e emseguida as amostras
foram adicionadas nas placas e incubadas por 2 horas em geladeira a 4° C. Ap6s o periodo
de incubacdo, realizou-se uma nova etapa de lavagem por mais trés vezes com o PBS, e
adicionou o anticorpo de deteccdo. Fez-se o processo de incubacdo novamente por mais
duas horas em geladeira a 4° C, seguido de mais trés lavagens com PBS. Em seguida, foi
adicionada a solucdo de estreptavidina, ap0s a adi¢do da estreptavidina incubou novamente
a placa, dessa vez em temperatura ambiente por 20 minutos, apds essa incubacéo realizou-
se novamente mais trés lavagens com o PBS. Adicionou uma solucdo reveladora de

tetrametilbenzedina com perdxido de hidrogénio. Uma solugdo de parada foi usada com

H,SO, (1M). Por fim as placas foram lidas no ELISA, e os resultados foram expressos em
pg / mL (ARAUJO et al., 2013).
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4.7. ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram expressos com médias + DP (desvio padrédo) e as diferencas
entre os grupos foram averiguadas através da analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de Tukey, utilizando-se o software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad
Software Inc.,San Diego, CA, EUA). As diferencas serdo consideradas estatisticamente

significativas quando p< 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO DOS FILMES POLIMERICOS
Os filmes resultantes obtiveram um aspecto macroscopico homogéneo e continuo (Figura

10), com auséncia de macroporos, com boa flexibilidade, porém, sua superficie ndo é lisa,

independentemente de ser apenas o filme com quitosana ou os filmes de quitosana associados
ao ABAME.

Figura 10: Filmes depois de preparados, prontos para uso.
BCF

Fonte: Elaborado pela Autora.
Com essas caracteristicas citadas, podemos corroborar o que € apresentado na literatura,

onde os filmes a base de quitosana apresentem caracteristicas definidas como: sdo
biodegradaveis, flexiveis, resistentes,ndo se rompem ou rasgam facilmente. Tudo isso € possivel
se obter a partir do peso molecular escolhido e do solvente indicado para utilizacdo (PEREIRA
et al., 2020).

Os filmes obtidos com diferentes concentracfes de ABAME apresentaram diferentes
aspectos macroscopicos. Com o aumento da concentracdo do principio ativo, o filme F5
apareceu mais opaco, devido a lipofilicidade do ABAME, muito provavelmente o mesmo nédo
ficou tdo disperso no curativo, como nas outras concentragdes. Ja o filme F1, teve um aspecto

mais transllcido, semelhante ao filme branco de quitosana (BCF). E o filme F2 mostrou um

aspecto ainda translicido (Figura 11).

Fonte: Elaborado pela Autora.
No presente trabalho, foi possivel obter as membranas produzidas a partir da quitosana
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com a incorporagdo do ABAME. Entretanto, existem varios fatores que podem interferir no
método, e modificar por consequéncia a estrutura fisica e quimica dos filmes. Os tipos de
solventes envolvidos na producéo, a variagcdo do pH nas etapas realizadas e a concentragao séo
capazes de modificar a estabilidade do produto final (DE ARAGAO TAVARES et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2017).

5.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES

5.2.1. Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de fourier

Os espectros obtidos no FTIR s&o mostrados na Figura 12, onde o filme branco (BCF)
apresentou em seu espectro uma banda caracteristica entre 3500 cm-! e 3200 cm-!, que
corresponde ao estiramento da ligacdo -OH, que se sobrepde, na mesma regido, ao estiramento
da ligacdo -NH. Outra banda caracteristica esta na regido de 1200 a 1020 cm-!, referente a
ligacdo vibratdria -NH2, grupo amino primario livre, localizado na posicdo C2 da cadeia. Em
2980 cm-! a 2850 cm-1, ha a ligagdo de estiramento -CH (SUN et al., 2017).

A banda aparente em 1647 cm-! corresponde ao grupo amino acetilado da quitina, o que
mostra que a desacetilacdo da amostra ndo foi completa. Por fim, é possivel identificar no
espectro do filme de quitosana um pico na regido de 1386 cm-! a 1467 cm-1, que representa a
ligacdo CO do grupo alcool primario (-CH2-OH) (LOZANO-NAVARRO et al., 2018).

Figura 12: Espectros da espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos

filmes de o, B-Amirenona (ABAME), filme branco de quitosana (BCF), e filmes de quitosana-ABAME nas
concentracdes (F1, F2 e F5).
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ABAME possui em sua estrutura quimica um grupo carbonila, que é demonstrado no
espectro por uma banda de absorcdo na regido de 1705 cm-!, representando a ligagdo de
estiramento C = O. Foi observada uma banda de alta absor¢do entre 3050 cm- e 2790cm-!,

caracteristica das ligacbes C-H em anéis aromaticos. Duas outras bandas de absorcdo,
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consecutivas em 1450 cm-! e 1385 cm-2, correspondem a ligagéo de vibragdo C-H dos grupos
metil e metileno, respectivamente (FERREIRA et al., 20173).

Filmes de quitosana com a, B-amirenona mostraram espectros semelhantes ao BCF, com
alguns picos caracteristicos do ABAME, como bandas em 1450 cm-! e 1385 cm-i,
correspondendo as ligacOes de vibracdo CH dos grupos metil e metileno, presente nos filmes
com as trés diferentes concentragdes. A banda carbonila ainda é observada no FTIR dos filmes
F2 e F5, o que indica uma presenca da ABAME nos filmes, no F1 é possivel ver uma interacéo

da quitosana com a ABAME nesta regido, visto que ndo se observa mais a banda carbonila.

5.2.2. Difrago de raios- x (DR-X)

A difragdo de raios-X compde uma parte importante no estudo de quase todos os solidos,
tendo incluso os medicamentos e formulagdes medicinais. Ela pode ser utilizada em: fazer
estudo da cristalinidade do material, identificar compostos conhecidos, investigar solvatacao,
polimorfismo, encontrar possiveis impurezas, além de determinar propriedades fisico-quimicas.
Com isso, é possivel analisar cada substancia cristalina de forma qualitativamente ou
quantitativamente, onde se traca os padrdes de difracdo, visto que cada substancia tenha suas
linhas especificas de difracdo e sua intensidade, seguindo um comportamento como o de
“impressoes digitais” (JENDRZEJEWSKA, 2020). Substancias cristalinas sao definidas como
tendo uma estrutura tridimensional capaz de causar difracdo de raios X e tendo um ponto de
fusdo definido (PEREIRA et al., 2020).

ABAME apresenta uma difracdo caracteristica na regido de 13° a 15° (Figura 13),
confirmando uma estrutura cristalina, conforme figura 5. O mesmo comportamento de ABAME
ja foi descrito por (FERREIRA et al., 2017a), sugerindo que devido a essa cristalinidade, a
tendéncia é de que haja uma baixa solubilidade em agua desse composto.

O filme de quitosana apresenta uma caracteristica amorfa, sem a presenca de picos de
difracéo cristalinos, apenas um pico pronunciado fraco é observado na regido entre 15° e 20°. De
acordo (SUN et al.,, 2017), essa caracteristica é atribuida ao estado amorfo do filme de
quitosana.

Nos filmes é possivel observar pequenas difracdes na regido de 13°, mas predomina o
padrdo de difracdo da quitosana. Conforme ja observado no FTIR, ocorre interacdo entre as
moléculas. Uma possivel ligacdo € entre os hidrogénios da cadeia da quitosana e o grupo
carbonila (ANTONIO et al., 2021), assim parte do carater cristalino do ABAME é perdido com

predominio do estado amorfo.
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Figura 13: Difracdo deraios-X (DRX) dos filmes de a, p-Amirenona (ABAME), filme branco de quitosana (BCF),
e filmes de quitosana-ABAME nas concentracdes (F1, F2 e F5).

13°a15°
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52.3. Termogravimetria (TG) e Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Na curva DSC de ABAME pode-se observar um evento endotérmico em 104,97 ° C
(Tonset = 90,14 ° C, Tendset = 115 ° C) e valor de entalpia (AH) -18,42 J / g. Este evento
corresponde a fusdo da ABAME, pois ndo ha perda de massa no processo, quando
correlacionada com a curva TG, conforme mostrado na Figura 14. Um segundo evento
endotérmico foiobservado em 280,84 ° C, (Tonset = 195,09 ° C, Tendset = 325,69 °C e AH =
-2,52 kJ/ g), relacionado a decomposicdo de ABAME (FERREIRA et al., 2017a). Além disso,
um terceiro pico endotermico foi encontrado com Tpeak a 420,05 ° C (Tonset = 410,85 ° C,
Tendset = 426,79 ° C e AH = -8,28 J / g). Eventos nesta regido sdo descritos na literatura
relacionados a decomposicéo de materiais carbonaceos (ricos em carbono), como também sao
encontrados em outros triterpenos (FERREIRA et al., 2017a; PEREIRA et al., 2020).

Para permitir uma observacdo mais clara do pico de fusio ABAME, foi considerada a
Termogravimetria Derivada (DTG), uma vez que a massa da amostra utilizada para esta analise

€ maior, permitindo assim uma melhor visualizacdo dos eventos térmicos.
Figura 14: Anélise térmica DSC, TG e DTG (A) ABAME e (B) filme de quitosana em branco (BCF).
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Na analise termogravimétrica, a ABAME apresentou o0 evento principal, iniciando em 210° C e
terminando em 363 ° C, com uma perda de massa (Am) de 98,9% (Figura 14), atribuida a sua
decomposicdo. Outro evento de decomposicao secundaria pode ser observado mais claramente no
DTG, mas a perda de massa (Am) foi minima.

O filme branco de quitosana (BCF) apresentou dois eventos em sua curva DSC, o primeiro
evento endotérmico em Tpeak de 108,48 © C (Tonset = 87,79 ° C, Tendset = 135,10 °C,e AH = -
191,23 J/ g), relacionado a perda de 4gua (SHANKAR; WANG; RHIM, 2017). E em um segundo
evento exotérmico, relacionado a decomposicdo da quitosana, em Tpeak a 271,69 ° C (Tonset =
254,68 ° C, Tendset = 286,17 °C e AH=107,64J/ Q).

Na curva TG da BCF, o primeiro evento de perda de massa foi encontrado entre 80 ° C- 140 °
C, correspondendo a perda de agua nesta regido. O segundo processo na faixa de 240 ° Com perda
de massa (Am) de 34,93%, correspondendo a desidratacdo dos anéis de sacarideo, decomposi¢do e
despolimerizacdo das unidades acetiladas e desacetiladas da quitosana (LOZANO-NAVARRO et
al., 2018) corroborando com os resultados de DTG e DSC (evento exotérmico).

Tabela 2: Descricdo dos eventos térmicos das curvas de DSC filmes de quitosana-ABAME em diferentes
concentracdes (F1, F2 e F5).

Filme Tonset Tendset Tpeak (°C) AH (J/g)
o (°C) (°C)
F1 1° evento 89,21 -55,36
67,26 106,76

2° evento 254,11 285,51 271,82 45,84

F2 1° evento 72,26 108,65 94,15 -98,21
2° evento 255,46 286,42 272,28 33,21

F5 1° evento 49,62 107,48 85,99 -100,48
2° evento 252,84 286,89 267,19 45,49

Os filmes F1,F2, e F5 apresentaram suas curvas DSC com caracteristicas semelhantes as
apresentadas pelo BCF, podendo ser verificado na Figura 14 C. O evento endotérmico nos filmes
esta relacionado a perda de agua, ocorrendo entre 70-140° C, o segundo evento ocorre entre 250-
290° C, pico exotérmico indicando a decomposicdo da quitosana. Os valores de Tonset,
Tendset, Tpeak e AH de cada evento dos filmes F1, F2 e F5 estdo listados na tabela 2.

F5 também apresentou um pico endotérmico em sua curva DSC, emtorno de 400° C, que
esta relacionado ao pico do ABAME puro na mesma regido, indicativo da decomposicao de
compostos carbonaceos. Acredita-se que esse evento seja evidente apenas em F5 devido a maior

concentracdo da ABAME neste filme.
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Figura 14: (C) DSC dos filmes e (D) TG dos filmes nas concentragdes (F1, F2 e F5).
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As curvas TG dos filmes F1, F2 e F5 mostraram uma perda de massa inicial em torno de

Endo

100° C, indicativo da perda de &gua dos filmes. Eles apresentaram uma curva caracteristica
semelhante a do filme branco de quitosana (BCF). Devido a temperatura de decomposi¢do do
ABAME ser muito proxima a da quitosana, ndo houve alteragédo significativa neste aspecto.
Analisando a porcentagem de perda de massa, o filme F1 teve uma perda de 23,69%, enquanto
0 F2 exibiu uma variacdo de massa de 24,04% e o F5 teve um valor de 28,70%. Essa reducéo
na perda de massa, quando comparada ao ABAME, demonstra que o filme confere maior

protecdo térmica a substancia.

5.2.4. Microscopia eletronica varredura (MEV)

Imagens de MEV ABAME (Figura 15A e 15B) demonstraram uma aparéncia cristalina,
conforme confirmado por analises de DRX.

O BCF (Figura 151) apresentou uma superficie lisa, continua e compacta. Esse aspecto
corresponde ao esperado, convergindo com outros estudos da literatura que indicam o
comportamento de filmes de quitosana, sem a presenca de estruturas cristalinas (HAJJI et al.,
2016; LOZANO-NAVARRO et al., 2018).

Os filmes F1, F2 e F5 apresentaram particulas de ABAME incorporadas na matriz de
quitosana, porém, sem a caracteristica cristalina do ABAME. Esse resultado foi confirmado
pelo DRX, que mostra perda de cristalinidade nos filmes, mas com a presenca do farmaco
incorporado. Além disso, foi possivel observar uma distribuicdo homogénea ao longo da matriz
polimérica, com a presenca de alguns agregados de particulas, verificando que o filme que

apresentou a distribuicdo mais homogénea foio F5 (Figura 15G e H).
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Figura 15: Imagens da microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos filmes de a, B Amirenona (ABAME): (A)
ABAME 500X, (B) ABAME 1.500X; dos filmes de quitosana ABAME nas concentragdes (F1, F2 e F5): (C) F1
500X, (D) F11.500X, (E) F2 500X, (F) F2 1.500X, (G) F5 500X, (H) F5 1.500X e do filme

branco de quitosana (BCF): (I) BCF 500X.
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5.3. ANIMAIS

5.3.1. Efeito cicatrizante

De acordo com (WANG et al., 2017) a cicatrizacdo é entendida como um processo em
que o tecido afetado é substituido por outro tecido, sendo este tecido conjuntivo vascularizado,
independentemente se a lesdo foi traumatica ou necrotica. Assim, a cura visa estabelecer a
homeostase do tecido. A partir disso, € importante conhecer o processo de fundo, para que seja
possivel interceder e acelerar a cicatrizagdo, sempre com o objetivo principal de gerar a
homeostase do organismo e 0 bem-estar do paciente (WANG et al., 2017).

O processo fisiologico da lesdo contempla trés fases sucessivas: hemostasia / inflamatoria,
proliferativa e fases de remodelacdo (WANG et al., 2018). A principal atencdo dada aos
tratamentos de lesdes cuténeas, é a regeneracdo epidérmica e dérmica (BASU et al., 2017,
OKUR et al., 2018; XIAO et al., 2018).

Os resultados da evolugéo da cicatrizagdo das feridas (Figura 16A e B), ficaram evidentes
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que o processo de cicatrizacdo foi muito mais eficiente e rapido quando as lesdes foram tratadas
com filmes de quitosana-ABAME. A avaliagdo macroscépica das lesdes cutaneas, grafico este
gerado pelo ImageJ no 7° e 14° pds-operatdrio mostrou diferenca significativa em relagédo a area
da leséo, que foi de aproximadamente 17 e 90% para o grupo ndo tratado (cicatrizacdo natural),
19 e 90% para BCF (tratado com membrana de quitosana pura), 62 e 98% no tratamento com F1,
54 e 95% no tratamento com ABAME F2, e 54 e 96% no F5 no 7° e 14° dias, respectivamente.
Na comparacdo entre as médias, 0s grupos tratados com membrana de quitosana e ABAME nas
concentragdesl, 2 e 5 ndo apresentaram diferenca significativa entre eles no 14° dia, mas foram
estatisticamente superiores aos demais grupos.

Figura 16: Estudo de cicatrizacdo de feridas in vivo no dorso de camundongos Swiss, realizadono 3°, 7°, 10°e 14°
dias, submetidos ao tratamento com filme branco de quitosana (BCF), filmes de quitosana-ABAME em diferentes
concentracg@es (F1, F2 e F5). (A) Imagens macroscépicas das feridas na pele dos animais testados. (B) Fechamento
das lesGes expresso pela porcentagem da area da ferida em relagdo ao tamanho original de 0 ao 14° dia de pds-

operatorio, de acordo com o tratamento recebido.
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Nos processos inflamatdrios, a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) produzida converte o
acido araquidénico em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, a partir da enzima
fosfolipase A2. A acdo da enzima (COX-2) pode ser inibida com antiinflamatérios, como o0s
antiinflamatorios ndo esteroidais (AINE’s) (BORGATI; DE SOUZA FILHO; DE OLIVEIRA,
2019; SILVA et al., 2019).

Nesse sentido, a classe dos triterpenos possui diversas atividades farmacoldgicas,
incluindo efeito antiinflamatdrio, especificamente topico. Sabe-se que a mistura de o e P
amirina (precursor do ABAME) tem o mecanismo de diminuir os niveis de prostaglandina E2,
por suprimir a expressao da ciclooxigenase-2, inibindo assim os sinais do processo inflamatorio
(HUANG et al., 2018).

14
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De acordo com o que foi relatado na literatura sobre as propriedades dos triterpenos e
levando em consideracdo os resultados obtidos, € sugestivo que o ABAME também possui
atividade antiinflamatoria, confirmando esta como uma de suas atividades relatadas na
literatura, 0 que com isso, reforca também a sua atividade referente as propriedades
cicatrizantes.

Na anélise histolégica (Figura 17), observou-se que havia presenga abundante de novos
vasos (angiogénese) nos camundongos tratados com filmes de quitosana-ABAME, além disso,
o remodelamento da derme e o fechamento da lesdo foram completos. Ja nos camundongos que
utilizaram os filmes de quitosana em branco (BCF), estes apresentaram edema, intenso
infiltrado inflamatdrio e areas focais de necrose logo abaixo da crosta, apresentando uma
reepitelizacdo parcial. As feridas dos camundongos ndo tratados tiveram reepitelizacao
incompleta. Os animais tratados com filmes de quitosana- ABAME (F1, F2 e F5) apresentaram
melhora qualitativa e quantitativa na cicatrizacéo das feridas, quando comparados aos animais

tratados apenas com filme de quitosana e aos nao tratados.

Figura 17: Imagem representativa da analise histopatoldgica de Ulceras de camundongo no 7° e 14° dias de
experimentos. N&o tratados. Camundongos tratados com BCF. Camundongos tratados com ABAME - F1.
Camundongos tratados com ABAME - F2. Camundongos tratados com ABAME - F5. C - Crosta, * Infiltrado
inflamatorio discreto, ** Infiltrado inflamatério moderado, *** Infiltrado inflamatério intenso, Setas — Novos

vasos, Circulo branco — Areas de necrose.

Nao tratados _ BCF F1 F2

Para ocorrer a cicatrizagdo das lesGes cuténeas, esta se da inicio imediatamente apds a
les@o e continua nesse processo por até meses. Um dos indicadores da cicatrizacdo se da a partir
do crescimento regular do tecido de granulagdo. A reepitelizacdo, angiogénese, formacdo do
tecido de granulacéo e a deposicdo de colageno sdo etapas que formam essa cicatrizagdo (AYLA
et al., 2017; SERRA et al., 2017).
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A angiogénese é responsavel pelo surgimento de capilares ao redor da ferida (borda)
prosseguindo com a difusdo no local lesionado, onde este surgimento de novos vasos sinaliza
como parte da restauracdo bem sucedida da lesdo. A angiogénese € estimulada apés a formacao
do tampdo hemostatico, com as plaquetas liberando outros mediadores envolvidos (SINGH;
YOUNG; MCNAUGHT, 2017).

Os resultados histologicos das feridas tratadas com filmes de quitosana-ABAME
mostraram um nivel mais abundante de reepitelizacdo e neovascularizacdo em comparagdo com
0s outros grupos no 7° e 14° dias. Além disso, os niveis de infiltrado inflamat6rio dos grupos
que receberam filmes de quitosana-ABAME foram menores do que os da quitosana em branco
e 0s ndo tratados. O filme de quitosana em branco também se mostrou eficaz em melhorar a
reepitelizacdo, neovascularizagdo e menos infiltrado inflamatorio. Conforme descrito na Figura
18.

Figura 18: Histomorfologia do tecido epitelial corado com hematoxilina eeosina dos animais submetidos aos seguintes
tratamentos: ndo tratado, filme branco de quitosana (BCF) e filmes de quitosana-ABAME em diferentes
concentracfes (F1, F2 e F5). Foram avaliados as seguintes caracteristicas: (a) Infiltrado inflamatério; (b)
neovascularizacio; (c) reepitelizacdo; (d) crosta e necrose. Diferenca estatistica demonstrada pela andlise ANOVA
seguida pelo pos-teste de Tukey. Os dados representam a média dos valores obtidos em cinco animais e as linhas
verticais indicam o desvio padrdo. ** p <0,001 e * p <0,01 para comparacdoentre os grupos ndo tratado, BCF e
ABAME.
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Nos resultados histologicos apresentados na figura 17, nos grupos do 7° dia o grupo da

cura natural e o BCF apresentaram uma area de edema e intenso infiltrado inflamatério e
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granulacédo, além de formar crosta e areas pontuais de necrose, porém o BCF ainda apresentou
um tecido mais organizado quando comparado ao ndo tratado. J& nos grupos de ABAME, foi
visto infiltrado inflamatdrio discreto e presenca abundante de angiogénese (novos vasos). Nos
resultados referentes ao 14° dia, o grupo da cura natural e no BCF foi apresentado reepitelizacao
parcial, discreto infiltrado inflamatdrio, e no BCF em especifico além desses resultados, ainda
foi possivel observar um tecido com fibrose. Quando comparados, 0s grupos de ABAME desse
mesmo periodo apresentaram reepitelizacdo completa e remodelacdo da derme. Presenca de
vasos (neovascularizacdo). E em algumas amostras ainda percebemos um infiltrado
inflamatorio, porém discreto e pontual.

O propésito na terapia da leséo € reduzir o tempo de cicatrizacdo e/ou decair os resultados
ndo desejados (OKUR et al., 2018). A quitosana, possui um sinergismo nas atividades
antimicrobianas, com isso, os filmes também apresentam essa atividade, tudo isso é possivel
gracas aos grupamentos amina primaria na sua estrutura quimica do qual realizam atividade
antimicrobiana. O uso de uma substancia que apresente propriedades antimicrobianas, € muito
relevante para um sistema de cicatrizacdo, pois evita que a lesdo venha a infeccionar, o que
auxilia numa profilaxia contra agentes como as bactérias. A quitosana além disso, tem a
propriedade de modificar as caracteristicas de permeabilidade na membrana celular da bactéria,
levando a escoamento de constituintes celulares que ocasionam a morte bacteriana (ROOHI et
al., 2017; USTUNDAL -OKUR et al., 2015).

Em resumo, conforme foi apresentado na analise macroscopica foi possivel observar a
olho nu o processo de cicatrizacdo do dorso dos animais, onde 0s animais que fizeram uso da
ABAME incorporada na quitosana tiveram um processo de regeneracao tecidual muito mais
eficaz e rapida quando comprarado aos outros grupos. No grupo de ABAME F1 na foto ndo é
possivel nem visualizar mais a crosta de cicatrizacdo (casca da ferida). Na analise microscépica,
os filmes de ABAME com a quitosana apresentam uma organizacao tecidual eficiente, onde
todas as camadas encontram-se muito bem organizadas, com um tecido muito bem remodelado,
com a presenca de vasos, sustentando a sua eficacia no processo de cicatrizacdo, quando
comparado aos demais grupos, que é possivel visualizar areas necroticas e de crosta nos tecidos,
provando que estes ndao apresentaram eficiéncia suficiente no seu processo de regeneracdo

tecidual.

5.3.2.  Anélise de quantificagdo de citocinas

As citocinas fazem parte de um grupo de proteinas que sdo mediadoras as respostas:

imunidade inata e adquirida. A partir de estimulos inflamatérios ou antigénicos, as citocinas sao
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sintetizadas no local da les&o, onde varios tipos celulares estdo atuando no sitio lesado, portanto,
diferentes tipos celulares secretam a mesma citocina. A partir disso, as citocinas podem ser
classificadas em pro-inflamatorias e antiinflamatérias (QING, 2017). As citocinas
antiinflamatdrias atuam inibindo a resposta imune, auxiliando no processo de cicatrizacao de
feridas. Ja as citocinas pro-inflamatdrias aparecem de forma exagerada, em resposta a uma lesdo
ou infeccdo (SILVA et al., 2019).

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o) é uma citocina pro-inflamatoria da qual é
produzida e secretada em processos inflamatorios pelos macrdfagos. Em altas concentragdes,
atua na cascata inflamatdria, gerando outros mediadores da inflamacg&o e destruicdo tecidual
(KIM; NAIR, 2019; NOSENKO; AMBARY AN; DRUTSKAYA, 2019).

Por sua vez, a Interleucina um beta (IL-1p) ¢ responsavel por desencadear um processo
inflamatdrio sistémico que ativa a ciclooxigenase 2 (COX-2), induzindo a formacdo de
prostaglandina E2 (PGE2), além de induzir a producéo de 6xido nitrico e moléculas de adesédo
endotelial. As prostaglandinas sdo responsaveis por participar de varios processos fisiolégicos,
com isso ela é importante como mediador nos processos inflamatorios, alem de estar envolto
em algumas doengas como a artrite reumatoide por exemplo (KANSU-CELIK et al., 2017).
Com isso, a resposta inflamatoria gerada por ela, gera mais danos as células e aos tecidos que
se encontram adjacentes ao local da ferida, isso acaba retardando o processo de cicatrizacao
(HEIDEGGER et al., 2017; WOBST et al., 2017).

Assim, é possivel observar que existe um mecanismo de homeostase envolvendo a IL- 10
e as citocinas pro-inflamatorias. Ha um equilibrio, pois 0 TNF-a esta presente na presenga de
um estimulo inflamatorio, porém a IL-10 provoca um bloqueio na producdo de TNF-a e é
proporcional de acordo com a resolucdo do processo inflamatorio, tornando o nivel sérico de
citocina dentro da normalidade (KIM; NAIR, 2019).

A quantificacdo das citocinas TNF-o, IL-1p e IL-10 avaliadas durante o 7° e 14° dia de
tratamento das lesdes cutaneas sao relatadas na Figura 19. Os camundongos nao tratados, onde
se usou apenas solucdo salina (cura natural) apresentaram niveis elevados de TNF- a, tanto no
7° quanto no 14° dia de terapia. Seguindo esse grupo, encontra-se o tratamento BCF, onde este
também apresentou niveis altos dessa citocina. No entanto, as maiores reducfes nos niveis de
TNF-o foram para os tratamentos com filmes de quitosana-ABAME (p <0,01).

Na Figura 19, os niveis de IL-1p foram semelhantes aos de TNF-a, porém as maiores
variagdes de IL-1p ocorreram principalmente no 7° dia de terapia, para os grupos submetidos
ao tratamento com os filmes (BCF e CF-ABAME) quando comparados ao grupo de néo

tratados.
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Em relacdo a IL-10 (Figura 19), foram encontrados niveis baixos dessa citocina no grupo
normal, valor bem inferior ao dos demais grupos, tanto para o 7° quanto para o 14° dia. Foi
observado aumento desses niveis para o grupo BFC e niveis mais elevados de IL-10 para os
grupos submetidos ao tratamento com filmes de quitosana-ABAME, principalmente no 7° dia
de terapia.

A 1L-10 é uma citocina do tipo anti-inflamatdria da qual é secretada pelos macréfagos do
tipo M2, esses macr6fagos sdao um tipo celular muito importante na expressdo da imunidade
inata (natural) e das respostas imunes adaptativas. Essas células desempenham fun¢Ges como
cicatrizacdo de feridas, reparo tecidual e regulacdo na atividade metabdlica. A modulacéo da
IL1-B contribui na reducdo da inflamacao e na formacao da cicatriz (ORYAN; ALEMZADEH,;
MOSHIRI, 2018).

Os macrofagos possuem a habilidade de adaptar sua funcéo ao tecido em que se encontra,
essa adaptacao se da de acordo comos fatores derivados desse tecido. Com isso, eles conseguem
fenotipos com diferentes funcbes. Os macréfagos de fenOtipo M2, secretam citocinas
antiinflamatdrias como o TGF- g, IL-1 e IL-10. Esses macrofagos M2 atuam na supressdo das
respostas imunes, e aprimoramento do remodelamento tecidual (RODRIGUES et al., 2019).

A estabilidade entre as citocinas pré-inflamatorias e antiinflamatérias € muito relevante.
As vantagens na resposta inflamatdria aguda acontecem nas etapas celulares iniciais da leséo,
como aresposta aos microorganismos na leséo aguda e aremocao de detritos, poréma ativacédo
cronica e a producdo exagerada dos fatores pro-inflamatérios, podem induzir a destruicdo do
tecido, dificultando o reparo e a cicatrizacdo da lesdo (WANG et al., 2018).

Figura 19: Niveis de interleucina IL-1p, citocinas do fator de necrose tumoral (TNF-a) einterleucina IL-10
quantificadasnos 7° e 14° dias do experimento para 0s seguintes tratamentos: ndo tratado, filme branco de quitosana
(BCF) e filmes de quitosana-ABAME em diferentes concentracdes (F1, F2 e F5). Os resultados sdo apresentados
como média £ desvio padrdo da média (n = 5). # p <0,01## p <0,001 vs. grupo nédo tratado (ANOVA com pds-teste
de Tukey).
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De acordo com os resultados, pode-se observar que o TNF-a foi induzido em decorréncia
de estimulo inflamatério (lesbes cuténeas), e por sua vez, a citocina IL-10 produziu em maior
concentragcdo nos grupos submetidos ao tratamento com filmes de quitosana-ABAME, causou
uma reducdo maior na producdo de TNF-a. Assim, indicando o estabelecimento do mecanismo
de homeostase envolvido entre as citocinas IL-10 e as citocinas pré-inflamatorias, de acordo
coma resolucdo do processo inflamatério (QING, 2017).

Em sintese, de acordo com o presente exposto na dosagem de citocinas, nota-se que 0s
tratamentos realizados nas lesdes com filmes de quitosana com a incorporagédo de ABAME
apresentaram resultados promissores e eficientes na cicatrizagdo das lesdes cutaneas, dentre as
concentragdes de ABAME que mais se destacou entre as 3, foi o ABAME 1, onde esta
apresentou um valor significativo de p tanto na diminuicdo da producdo como na secrecao das
citocinas pré inflamatorias TNF-a, IL-1p principalmente no 7° dia do processo, como também
apresentou aumento da producgdo e secrecdo da citocina antiinflamatoria IL-10 no mesmo
periodo do experimento (7° dia), validando que ha um controle homeostatico eficiente entre as

citocinas nesse processo de cicatrizacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de filmes de quitosana com a, f-amirenona foi executado com éxito,
obtendo-se filmes com boa integracdo e aspecto fisicos. No presente trabalho, foi possivel
alcancar facilmente as membranas produzidas a partir da quitosana coma inclusdo do ABAME.

Com as técnicas analiticas de caracterizacdo fisico-quimica foi possivel observar a
interacdo quimica entre a ABAME e a quitosana, 0 que indica algumas mudancas nos aspectos
de ABAME, a partir das técnicas trabalhadas por FTIR, DR-X, DSC e TG. Também houve uma
melhora na estabilidade térmica com ABAME nos filmes. Imagens de MEV mostraram que as
particulas de ABAME estdo bem distribuidas na matriz de quitosana, mostrando uma mudanca
na aparéncia cristalina na microscopia dos curativos. Com os resultados obtidos, pode-se
perceber que a ABAME foi bem incorporada nas trés diferentes concentragcdes, mudando

apenas o aspecto visual dos filmes.

Os estudos que foram realizados expressaram reepitelizacdo, estimulo a angiogénese
(neovascularizacao), deposito de colageno e expressdo de proteinas (citocinas) que contribuem
no processo de cicatrizacao e desinflamacéo, em relevancia significativa nos grupos que foram
tratados com os curativos de ABAME F1, F2 e F5 quando comparados aos grupos dos nédo
tratados ou o uso de curativos apenas de quitosana. Os curativos com ABAME reduziram os
niveis de TNF-a, IL-1B e aumentaram os niveis de IL-10 refor¢cando o grande potencial para o

tratamento de lesdes cutaneas.

Neste estudo os fatores analisados sugerem que o curativo de quitosana com ABAME
obtiveram um efeito regenerador nos camundongos, minimizando os parametros do processo
inflamatorio e progredindo a cicatrizacdo, validando assim sua eficacia, com isso é possivel dar
continuidade ao estudo, de preferéncia seguindo para proximas etapas como Seu USO em

humanos com o propdsito de elucidar a sua aplicabilidade de forma terapéutica.

Além disso, é passivo a realizacdo de outras analises que possam verificar se ndo ha
alteracdes ao longo do tempo, de modo que comprometa a eficacia dos filmes ao aplicar no

tecido lesionado.
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