@\

A
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS | — CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
CURSO DE FARMACIA

AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE FILMES POLIMERICOS
CONTENDO UM DERIVADO N-ACILIDRAZONICO

BIANCA KELLY LUNGUINHO DO NASCIMENTO

Campina Grande — PB
2024



BIANCA KELLY LUNGUINHO DO NASCIMENTO

AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE FILMES POLIMERICOS
CONTENDO UM DERIVADO N-ACILIDRAZONICO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade Estadual da Paraiba como requisito

para a obtencédo do titulo de Bacharel em Farmacia.

Orientador: Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno

Coorientadora: Dra. Airlla Laana de Medeiros Cavalcanti

Campina Grande — PB
2024



E expressamente proibida a comercializagéo deste documento, tanto em vers&o impressa como eletronica.
Sua reproducao total ou parcial € permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que, na
reproducao, figure a identificagdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

N244a Nascimento, Bianca Kelly Lunguinho do.
Avaliagdo da atividade cicatrizante de filmes poliméricos
contendo um derivado N-acilidrazénico [manuscrito] / Bianca
Kelly Lunguinho do Nascimento. - 2024.
42 f. : il. color.

Digitado.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Farmacia)
- Universidade Estadual da Paraiba, Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude, 2024.

"Orientagao : Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima
Damasceno, Departamento de Farmacia - CCBS".

"Coorientagdo: Prof. Dra. Airlla Laana de Medeiros
Cavalcanti, Farmacia".

1. LesOes cutaneas. 2. Quitosana. 3. JR19. 4. Sulfadiazina
de Prata. I. Titulo

21.ed. CDD 610.73

Elaborada por Bruno Rafael Freitas de Lima - CRB - 15/1021 BC




BIANCA KELLY LUNGUINHO DO NASCIMENTO

AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE FILMES POLIMERICOS
CONTENDO UM DERIVADO N-ACILIDRAZONICO

Aprovada em: 22/11/2024.

BANCA EXAMINADORA

) TS
T

~( C =2 Z -
Prof. Dr. Bolivar-Panciano Goulart de Lipya Damagceno (Orientador)
AN Unive?idade Estadugl da-Paraiba

e ma e

R\W@ (Md»‘

(Pfof. Dr. Samuel Paulo Cibulski
Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dra. Maria Elaine Cristina Araruna
Universidade Estadual da Paraiba




AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus por ter sido minha fortaleza durante toda a trajetéria, pude sentir
0 seu cuidado em cada detalhe. Quando pensei em desistir, Ele me sustentou.

Aos meus pais Fabiano Duarte do Nascimento e Fabiana Cristina Lunguinho
do Nascimento, por todo amor, cuidado e por toda a dedicacéo para que eu pudesse
terminar a graduacao.

Aos meus irmaos Bruno e Ana Beatriz e aos meus avos Manoel Lunguinho e
Ivonete por todo apoio ao longo dessa jornada.

A minha tia Maria José Lunguinho, pelo acolhimento em seu apartamento
desde quando eu cheguei para morar em Campina Grande. Muito obrigada!

Ao meu tio e padrinho Marcones Lunguinho (in memorian), que vivenciou parte
dessa conquista e sempre torceu por mim.

Ao meu orientador Bolivar Damasceno pela oportunidade de fazer parte do
Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos
(LDCPF) e por todas as contribuices e auxilio durante a pesquisa que contribuiram
para o meu desenvolvimento pessoal e profissional. Obrigada!

A minha coorientadora Airlla Laana, por toda a paciéncia, ensinamentos e
conhecimentos compartilhados e pela confianca depositada em mim, minha eterna
gratidao.

Ao laboratério de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos (LDSF), em especial
ao professor Ricardo Olimpio de Moura, pela disponibilidade do JR19 utilizado em
nosso estudo.

As minhas amigas de turma Catarina, Laura e Raline por todo o suporte e apoio
durante a graduag&o. Vocés tornaram o processo mais leve.

Ao meu grupo de pesquisa, Bruna, Jordannia e Maria Julia por todo apoio e por
estarem comigo dividindo a rotina da pesquisa.

A todos os meus amigos e familiares, pelas palavras que me fortaleceram
guando eu achei que ndo conseguiria, € que torceram e vivenciaram comigo essa
trajetoria. Gratidao!

E por fim a Universidade Estadual da Paraiba, por me proporcionar uma
formacao académica de exceléncia. Aos professores, sou grata pela orientacdo, apoio

e dedicacdo, que foram essenciais para o meu crescimento profissional e pessoal.



“E justo que muito custe o que muito vale”.

(Santa Teresa D'Avila)


https://www.pensador.com/autor/santa_teresa_d_avila/

RESUMO

As feridas sdo lesdes na pele que podem resultar em sérios riscos a saude humana e
representam um problema de saude global. O desenvolvimento de novos curativos é
fundamental, tendo em vista os desafios que os métodos convencionais por vezes nao
conseguem resolver. Dessa forma, o uso de filmes poliméricos de quitosana
incorporados com o derivado N-acilidrazénico JR19 (FJR19), assim como a
combinacgao com sulfadiazina de prata (FJRSP), surgem como alternativas inovadoras
para o tratamento dessas lesdes, devido as propriedades anti-inflamatérias do JR19
gue podem promover uma cicatrizagdo mais eficaz. Esse estudo teve como o objetivo
investigar a atividade antimicrobiana in vitro e o potencial cicatrizante in vivo dos
FIJR19 e FIJRSP. A atividade antimicrobiana contra linhagens de Staphylococcus
aureus foi avaliada por meio do metodo de difusdo em disco. A capacidade cicatrizante
in vivo foi avaliada em modelos de feridas excisionais em ratos Wistar. A analise da
atividade antimicrobiana demonstrou que apenas o FJRSP apresentou atividade
inibitéria, com formacao de halo de inibicdo. Na avaliagdo da cicatrizacdo de feridas,
o tratamento com FJR19 e com FJRSP foi capaz de induzir uma aceleracéo
significativa no processo de cicatrizacdo ja nos primeiros dias (2° ao 7° dia) em relacao
ao grupo nao tratado (salina). Entretanto, ndo houve uma interacao sinérgica relevante
entre os dois componentes, sugerindo que a aceleracao da cicatrizacdo esta ligada as
propriedades anti-inflamatorias do FJR19. Esses resultados indicam que o FJR19
possui potencial terapéutico, acelerando o processo de cicatrizacdo de feridas,

evidenciando sua eficacia no tratamento de lesdes cutaneas.

Palavras-chave: Lesdes cutaneas; Quitosana; JR19; Sulfadiazina de prata.



ABSTRACT

Wounds are skin lesions that can result in serious risks to human health and represent
a global health problem. The development of new dressings is essential, given the
challenges that conventional methods sometimes fail to solve. Thus, the use of
chitosan polymeric films incorporated with the N-acylhydrazone derivative JR19
(FJR19), as well as the combination with silver sulfadiazine (FJRSP), emerge as
innovative alternatives for the treatment of these lesions, due to the anti-inflammatory
properties of JR19 that can promote more effective healing. This study aimed to
investigate the in vitro antimicrobial activity and in vivo healing potential of FJR19 and
FIJRSP. The antimicrobial activity against Staphylococcus aureus strains was
evaluated using the disk diffusion method. The in vivo healing capacity was evaluated
in excisional wound models in Wistar rats. The analysis of antimicrobial activity
demonstrated that only FJRSP presented inhibitory activity, with formation of an
inhibition halo. In the evaluation of wound healing, treatment with FJR19 and FJRSP
was able to induce a significant acceleration in the healing process in the first days
(2nd to 7th day) in relation to the untreated group (saline). However, there was no
relevant synergistic interaction between the two components, suggesting that the
acceleration of healing is linked to the anti-inflammatory properties of FJR19. These
results indicate that FJIR19 has therapeutic potential, accelerating the wound healing

process, evidencing its efficacy in the treatment of skin lesions.

Keywords: Skin lesions; Chitosan; JR19; Silver sulfadiazine.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdao do corpo humano, responsavel pela excrecdo e
regulacdo térmica, inicio da sintese de vitamina D, hidratacdo e protecdo contra
inimeros patdégenos (Guerra et al.,, 2018). Interrupcdes provocadas na pele por
qualquer trauma, de natureza fisica, quimica, mecanica ou como resultado de
afeccdes clinicas, podendo atingir a epiderme e estruturas mais profundas, deixam o
paciente susceptivel a infec¢cdes por microrganismos, e distlrbios sanguineos (Barros
et al., 2022). Entre essas interrupcdes da pele, destacam-se as feridas.

As feridas sao danificagdes provocadas por inimeros fatores como cirurgias,
lesBes, fatores extrinsecos (pressao, queimaduras e cortes) ou condi¢cdes patoldgicas
como diabetes ou doencas vasculares. Sao consideradas agudas quando resultam na
restauracdo sustentada da integridade anatdomica e funcional da pele. Em
contrapartida, se tornam cronicas quando nao conseguem alcancar a integridade
anatbmica e funcional Otima, necessitando assim, de métodos que acelerem o
processo de cicatrizacdo de forma eficaz (Tottoli et al., 2020; Zhao et al., 2016).

Essas lesGes tém grande impacto sobre a salde do paciente, resultando em
dor, sofrimento, internacdo hospitalar prolongada, morbidade crbnica e até mesmo
mortalidade. Além disso, 0 processo de cicatrizacdo é dificultado em pacientes que
possuem fatores subjacentes, como idade avancada e presenca de comorbidades,
afetando diretamente sua qualidade de vida e trazendo mais riscos a saude (Lindholm;
Searle, 2016).

No tratamento de lesGes, como feridas, h4 uma crescente busca por novos
sistemas de liberacdo de insumos farmacéuticos ativos (IFAs). Entre as opcodes
promissoras, destacam-se os filmes poliméricos a base de quitosana. Esse polimero
oferece diversas vantagens, como baixa toxicidade, habilidade de adsorcéo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de promover trocas gasosas,
absorcao de exsudato, além de possuir propriedades antimicrobianas (Azevedo et al.,
2007; Ali et al., 2023; Pacheco et al., 2023).

Dessa forma, a quitosana oferece uma base ideal para a formulacdo de
curativos eficazes, permitindo a incorporacéo de diversos compostos bioativos, dentre
eles os derivados N-acilidrazénicos, que apresentam propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e analgésica comprovadas (Barreiro, 2002, Reis et al., 2011; Natasa et
al., 2015). Estudos realizados por Apolinario (2016) demonstraram que o derivado N-
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acilidrazénico JR19, também conhecido como N’-(1H-indol-3yl)metileno-2-
cianoacetohidrazida apresentou atividades antioxidante e anti-inflamatoria,
apresentando potencial para o tratamento de lesdes cutaneas.

Um dos tratamentos convencionais para feridas cronicas é a sulfadiazina de
prata, amplamente utilizada pela sua eficacia na prevencgéo de infec¢des bacterianas.
Sua acdo ocorre através da liberacdo gradual de ions de prata, que possuem
propriedades bactericidas. No entanto, o uso da sulfadiazina de prata apresenta
algumas limitac6es. Em pacientes com grandes areas afetadas, ha risco de toxicidade,
além de potenciais efeitos adversos, como a argiria. O uso prolongado também pode
retardar a cicatrizacdo, causar reacdes alérgicas e favorecer o surgimento de
linhagens bacterianas resistentes (Fong; Wood, 2006).

O uso combinado de sulfadiazina de prata com o JR19, incorporados em um
filme polimérico a base de quitosana, pode oferecer significativas vantagens para o
tratamento de feridas cutaneas, maximizando a eficacia terapéutica. Essa combinacao
pode acelerar o processo de cicatrizacdo ao reduzir a inflamacao e tratar infeccdes de
maneira mais eficiente. Além disso, o JR19 pode minimizar os efeitos adversos
associados ao uso prolongado da sulfadiazina de prata, como o0 atraso na cicatrizacao.
Dessa forma, essa combinacao pode levar a uma abordagem terapéutica mais e eficaz
no tratamento de lesbes cutaneas.

Diante do exposto, esse trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro e a atividade cicatrizante in vivo de filmes poliméricos incorporados com um
derivado N-acilidrazénico, JR19 isolado, e juntamente com a sulfadiazina de prata,

para o tratamento de lesdes na pele.



13

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar a atividade cicatrizante de filmes poliméricos de quitosana contendo o

derivado N-acilidrazbnico JR19.

2.2 Objetivos Especificos

a) Investigar, in vitro, a acdo antimicrobiana dos filmes poliméricos de
guitosana contendo o derivado N-acilidrazénico JR19 (FJR19 e FIRSP) contra cepas

de Staphylococcus aureus.

b) Avaliar o potencial cicatrizante dos filmes poliméricos de quitosana com
o derivado N-acilidrazénico JR19 (FJR19) em um modelo animal de lesdes cutaneas

utilizando ratos Wistar.

C) Avaliar o potencial cicatrizante dos filmes poliméricos de quitosana com
o derivado N-acilidrazénico JR19 juntamente com a sulfadiazina de prata (FJRSP) em

um modelo animal de lesdes cutaneas utilizando ratos Wistar.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele é um 6rgéo que cobre a superficie corporal e atua como primeira linha
de defesa contra infec¢des por virus, bactérias e fungos, funcionando como uma
interface entre os tecidos e 0 ambiente externo. Além disso, oferece protecao contra
agentes fisicos, quimicos, calor, infec¢cfes, dgua e radiagdo (Zeeuwen et al., 2013).

A pele estruturalmente é composta por trés camadas principais (Figura 1): a
epiderme, sendo a camada mais externa, que atua na protecao e funciona como uma
barreira, a derme, a camada intermediaria, que fornece forca e elasticidade a pele e a
hipoderme, que fica abaixo da epiderme e da derme, juntamente com o tecido adiposo
(Pullar et al., 2017; Kolimi et al., 2022).

Figura 1 — Estrutura da pele e suas principais camadas.

(Epiderme)

Dermis
(Derme)

Hypodermis -
(Hipoderme)

Fonte: Adaptado de Khavkin, J., Ellis. (2011)

3.1.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa da pele, considerada um epitélio de
renovacao continua, que esta subdividido em camadas ou estratos. A camada mais
profunda € a camada basal, localizada acima da derme, composta por células que
estédo envolvidas no processo de renovacgéo, embora apenas cerca de 15% participam
de forma ativa desse processo. As células restante sao ativadas quando é necessaria

uma maior proliferacdo, como € o caso da cicatrizacdo de feridas. A camada basal é
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seguida pelas camadas espinhosa, granulosa e, por fim, a camada superior, o estrato
corneo. A epiderme abrange os foliculos pilosos, as glandulas sebéaceas e
sudoriparas, além de fornecer integridade estrutural, imunidade e nutricdo ao sistema
tegumentar (Baroni et al., 2012; Mamum et al., 2024).

A camada mais externa da epiderme, é o estrato cérneo, que funciona como
uma barreira fisica que protege as células de estresses quimicos e mecanicos, como
também da penetracdo de microrganismos (Roy et al., 2023). Além disso, € formada
por compostos lipidicos como as ceramidas e o colesterol, que ajudam a prevenir a
perda de fluidos. Esses lipidios, portanto, desempenham um papel crucial na funcéo
protetora da pele (Arda et al., 2014).

Além disso, epiderme é composta de queratindcitos e outras células, como
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, fornecendo integridade e
nutricdo a pele. Os queratinécitos sdo as células predominantes da epiderme,
responsaveis pela sintese de varias proteinas estruturais e lipidios durante sua
maturacdo (Zhang et al., 2023). As queratinas sao as principais proteinas envolvidas
nesse processo. Outras proteinas estruturais, como involucrina, loricrina e
queratolinina, estdo contidas na célula da camada espinhosa superior. Ja 0s
melandcitos, atuam na producao de melanina, o pigmento responsavel pela cor. E por
fim, as células de Langerhans, que estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos
durante o processo imunolégico, enquanto as células de Merkel sdo responsaveis

pelas respostas tateis (Baroni et al., 2012).

3.1.2 Derme

A derme é a camada que esté abaixo da epiderme, separada pela membrana
basal. Em sua composicao ha a presenca de duas camadas com estruturas diferentes,
a camada papilar, que reside abaixo da epiderme e esta organizada em papilas
dérmicas, compostas por terminacdes nervosas, necessarias para inervacao e
nutricdo e a camada reticular, sendo a mais profunda, onde a matriz extracelular tem
uma estrutura mais definida: feixes de colageno sao organizados em fibras densas,
juntamente com filamentos de elastina (Woodley, 2017). Essas camadas diferem
devido a densidade das células e, com o envelhecimento, a derme papilar reduz em
volume, torna-se mais fina e é gradualmente aumentada pela derme reticular. A derme

€ composta por fibroblastos (FBs), que sdo as ceélulas mais abundante, atuando na
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sintese e remodelacdo da matriz extracelular (MEC). Além disso, desempenham um
papel fundamental na cicatrizacdo de feridas, participam de redes inflamatorias e

modulam as fun¢des das células imunes (Rippa; Kalabusheva; Vorotelyak, 2019).

3.1.3 Hipoderme

A hipoderme, também conhecida como camada subcuténea, representa a parte
mais profunda da pele, situada abaixo da derme e acima do musculo subjacente. Ela
desempenha um papel importante na termorregulacdo, no isolamento e na protecéo
contra lesdes mecanicas, amortecendo impactos, além de atuar como um reservatorio
de energia. As principais células da hipoderme sdo os adipécitos, organizados em
[6bulos priméarios e secundarios, separados por septos de tecido conjuntivo,
contribuindo também para a estrutura e o suporte da pele (Kanitakis, 2002; Khavkin;
Ellis, 2011).

3.2 Processo de cicatrizacao de feridas napele

As feridas s&o danificagGes que afetam a integridade da pele, resultantes de um
trauma acidental ou cirirgico e de diferentes condicdes médicas, atingindo a
capacidade da pele fornecer protecdo e aumentando a suscetibilidade a infeccoes.
Essas lesdes podem ser agudas, quando passam por estagios de cicatrizacao e os
sinais de cicatrizacdo sdo definidos em um curto periodo de tempo (Trinh et al., 2022).
No entanto, se tornam crbénicas quando nao progridem pelas fases normais de
cicatrizacdo e permanecem em um estado inflamatorio persistente (Sirotkin et al.,
2024; Zhao. et al., 2016).

Conforme destacado por Ribeiro et al. (2024), a cicatrizacdo de feridas
compreende quatro fases continuas que colaboram para a restauragcao e recuperacao
do tecido lesionado, sendo elas: hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelacao
(Figura 2).

A hemostasia é o primeiro estagio da cicatrizacdo, que interrompe o
sangramento apés danos vasculares. E caracterizado pela presenca de componentes
sanguineos que entram em contato com o revestimento interno dos vasos, levando a
formacdo de um tampdo plaquetario inicial através das plaquetas, células que
interagem com o fibrinogénio e sdo essenciais para a formac¢éo do codgulo sanguineo,

caracterizando a hemostasia primaria. A ativacdo das plaquetas também resulta na
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liberacdo de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF). Nas lesdes cuténeas, para impedir a hemorragia, as artérias
sanguineas sofrem constricao (Ellis; Lin; Tartar, 2018). Além da hemostasia primaria,
ocorre a hemostasia secundaria, processo no qual a cascata de coagulacdo é
formada, através da conversao do fibrinogénio soluvel em fios insoluveis, que formam
uma rede de fibrina. Dessa forma, a formacéo de um trombo ocorre para interromper
a hemorragia e facilitar a liberacdo de fatores de crescimento para promover a
cicatrizacdo das lesdes que acometem a pele (Mamun et al., 2024).

A fase inflamatéria inicia ap6s a hemostasia e prepara a ferida para a
regeneracao, buscando evitar infeccoes e promover a remog¢ao de tecidos mortos.
Nessa fase, ocorre a ativagcdo do sistema imunoldgico, através de células como
neutréfilos, que chegam ao local primeiro e desempenham papel antimicrobiano, além
dos mondcitos e linfécitos, que também migram para o local da lesédo em resposta aos
sinais de danos que possam causar infec¢cdo. Durante a inflamacéo, os globulos
brancos também migram através do sangue para atingir a ferida e atuar na digestéo
de contaminantes microbianos. Ainda em resposta a inflamacéo, h4 a liberagdo de
fatores de crescimento e citocinas, como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF) e fator de crescimento transformador (TGF); interleucina (IL)-1, IL-6 e IL-17 e
fator de necrose tumoral (TNF), que auxiliam no recrutamento celular (Kolimi et al.,
2022; Tottoli et al., 2020).

A fase proliferativa da cicatrizacao de feridas ocorre apés o estagio inflamatorio.
Essa fase inclui a criacdo de neovascularizacao, reepitelizacao, tecido de granulacéo,
e modulacdo do sistema imunolégico. A neovascularizagdo € essencial para o
transporte de nutrientes, preservacdao do equilibrio de oxigénio e regeneracdo do
tecido. Durante a cicatrizacdo do tecido, o processo que leva a formacéo de vasos
sanguineos é denominado angiogénese, que contribui para a proliferacdo celular,
migracdo e producdo de colageno. Além disso envolve a ativacdo de células
endoteliais locais em resposta a diminuicdo da concentracao de oxigénio nos tecidos
e fatores de crescimento, como o fator derivado de plaquetas. As células endoteliais
movem-se através da membrana basal e comecam a proliferar. A maturagéo dessas
células resulta na formacgéo dos capilares recém-nascidos, que junto aos fibroblastos
em proliferacdo formam o tecido de granulacéo, essencial para o reparo tecidual.

Posteriormente fibroblastos e miofibroblastos migram para o local da ferida, a fim de
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manter a integridade dos tecidos e aproximar as bordas da pele danificada (Mamum
et al., 2024; Chen et al., 2024).

A fase de remodelacdo € considerada a fase final da cicatrizacdo das lesdes
cutaneas, que consiste na reconstituicdo do tecido de granulacdo, no entanto, esse
processo ainda pode continuar a sofrer remodelacdo ou maturagcdo por meses ou
anos. A medida que a ferida completa a cicatrizacdo, células como miofibroblastos
sofrem apoptose. Consequentemente, o tecido de granulacéo que é rico em colageno
lll, presente na matriz extracelular, é lentamente substituido por colageno do tipo |
mais forte a medida que a remodelacdo avanca, garantindo a manutencdo e
integridade da pele, através da sintese simultanea do colageno | e lise do colageno |l

(Rodrigues; Kosaric; Bonham e Gurtner, 2019).

Figura 2 - Fases do processo de cicatrizagdo: hemostasia, inflamacéo proliferacéo

remodelacéo, e as células envolvidas.
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(Hemostasia) (Inflamacéo) (Proliferacéo) (Remodelacéo)
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Fonte: Adaptado de Trinh et al. (2022).

3.3 Filmes poliméricos

A cicatrizacdo das lesdes cutaneas € um processo demorado, que necessita
curativos para criar uma barreira entre a pele e o ambiente externo, a fim de evitar

infeccbes bacterianas. Esses curativos devem ser eficazes para a reparacdo da area
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lesionada, sendo essencial ter caracteristicas como: capacidade de manter um
ambiente Umido, permitir o movimento da epiderme, promover a regeneracdo do
tecido, garantir calor suficiente para estimular a circulacdo sanguinea, proteger contra
infeccdes, ser facilmente removivel, estéril, ndo toxico, além de absorver o exsudato da
ferida (Raju et al., 2022).

Nessa perspectiva, os filmes poliméricos surgem como compostos promissores
para o tratamento de feridas, uma vez que permitem a incorporacdo de farmacos,
permitindo uma liberacdo mais controlada (Khubiev et al., 2023). Além de possuirem
caracteristicas como baixa toxicidade, permeabilidade a &gua e ao oxigénio,
flexibilidade, biodegradabilidade e ndo se rompem ou rasgam facilmente (Araujo et al.,
2023).

3.4 Quitosana

A quitosana é um dos polissacarideos mais abundantes na natureza.
Estruturalmente, a quitosana (Figura 3) é formada por 2-amino-desoxi-3- D- glucano,
unidas por ligagdes glicosidicas covalentes do tipo (3-1,4 (Tao et al., 2020). A quitosana
€ obtida a partir da desacetilacdo da quitina, presente em carapacgas de crustaceos,
exoesqueletos de insetos e em alguns fungos dos géneros Aspergillus, Mucor e
Penicillium (Alven e Aderibigbe, 2020; Ali et al., 2023). Além disso, € um polimero
amplamente utilizado na area farmacéutica devido as suas caracteristicas como
atoxicidade, bioadesividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, efeitos
hemostaticos, propriedades antimicrobianas e caracteristicas cicatrizantes, podendo
ser utilizada também para a preparacdo de hidrogéis, filmes, fibras ou esponja.
(Abourehab et al., 2022). Esses métodos oferecem vantagens como a
biocompatibilidade e controle sobre a dosagem, tornando-os promissores para
aplicacoes terapéuticas em areas como tratamento de inflamacgdes e doencas crénicas
(Rinaudo, 2006).
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Figura 3 - Estrutura molecular da quitosana.
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Fonte: MikuSovéa e Miku$ (2021).

3.5 PVA

O &lcool polivinilico (PVA - Figura 4) € um polimero sintético e biocompativel,
produzido por hidrolise, alcodlise ou amindlise do acetato de vinila. E amplamente
utilizado na administracdo de medicamentos, além de possuir propriedades
hidrofilicas, sendo eficaz na absorcao de fluidos, o que é vital para a cicatrizagdo. O
PVA é reconhecido por suas excelentes caracteristicas, como durabilidade e
flexibilidade, tornando-o adequado para variasaplicacdes biomédicas, especialmente
em curativos, que podem ser benéficos para o tratamento de feridas cronicas. Quando
combinado com outros polimeros como a quitosana, o PVA oferece melhor suporte ao
reparo do tecido (Palani et al., 2024; Nathan et al., 2023; Kumar A; Behl T; Chadha S;
2020).

Figura 4 - Estrutura molecular do &lcool polivinilico (PVA).

Fonte: Tavares (2013).

3.6 Derivado N-acilidrazonico JR19

Os derivados N-acilidrazbnicos sdo compostos que apresentam em sua

estrutura a funcdo N-acil-hidrazona, relatada na literatura como um grupo farmacoéforo
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de moléculas que possuem atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos anti-
inflamatérios. Dentre eles, destaca-se o0 JR19, também conhecido como N-(1H-indol-
3il)metileno-2-cianoacetrohidrazida (Figura 5), investigado por suas atividades
antioxidante e anti-inflamatoria. O JR19 pode interagir com outras moléculas por meio
dos atomos mais eletronegativos presentes em sua estrutura, como oxigénio e
nitrogénio, além dos grupos hidrofébicos do anel indol, que favorecem interacdes
hidrofébicas. Além disso, esse derivado N-acilidrazénico, mostra-se promissor para
ser incorporado em filmes poliméricos, principalmente em aplicacdes farmacolégicas

direcionadas a pele (Wanderley, 2020; Assis et al., 2021).

Figura 5 - Estrutura molecular do JR19.
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Fonte: Silva et al. (2022).

3.7 Sulfadiazina de Prata

A utilizacdo de moléculas de prata com finalidade antimicrobiana é relatada
desde a civilizacdo grega e americana durante o século XVII. Além disso, ainda nesse
periodo, foram introduzidas nos tratamentos de feridas, como também para remover
verrugas e desbridar Ulceras. A prata é biologicamente ativa em sua forma sollvel,
como aglomerados Ag* ou Ag®. A Ag* é a forma idnica encontrada em nitrato de prata,
sulfadiazina de prata ou outros compostos ibnicos de prata (Fong; Wood; 2006). A
sulfadiazina de prata (Figura 6) € um medicamento que foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), como agente topico para controlar infeccées bacterianas,
através da inibicao da transcricdo do DNA bacteriano (Venkataraman; Nagarsenker,
2013). Seu mecanismo de acédo ocorre atraves da fracao sulfa, que impede a absor¢éo
bacteriana de folato e a sintese de DNA, enquanto os ions de prata liberados podem
se ligar e interromper a estrutura e a replicacdo do DNA bacteriano, evitando também
a formacéo de biofilmes. A atividade antibacteriana da sulfadiazina de prata para o

tratamento de feridas € limitada pela baixa solubilidade das particulas e sua
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citotoxicidade, o que torna necessario aplicacdes frequentes do creme comercializado

para atingir a concentracao terapéutica (Liu et al., 2023).

Figura 6 - Estrutura molecular da Sulfadiazina de Prata.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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4. METODOLOGIA
4.1 Producéo dos filmes

Os filmes poliméricos foram obtidos de acordo com a producdo de Wanderley
et al. (2020), que utilizou método de evaporacao de solvente, conforme descrito por
Lima et al. (2010) e Fajardo et al. (2013) (Figura 7). Inicialmente, foram obtidas
solucdes poliméricas de quitosana (QTS) e alcool polivinilico (PVA). A dissolugcéo da
QTS ocorreu em solucéo de acido acético 1% (v/v), enquanto o PVA foi dissolvido em
agua aguecida. Ambas as solucfes foram preparadas com uma concentracao final de
1% (m/v).

As solucdes poliméricas obtidas foram misturadas na proporcdo 1.1, com a
adicao das concentracdes especificas dos farmacos. Esse sistema foi homogeneizado
em agitador magnético por 24 horas para garantir a completa mistura dos
componentes. Apds a homogeneizacao, as solu¢des foram cuidadosamente vertidas
em placas de Petri de 5x5 cm, com um volume final de 10 mL. As placas foram entao
transferidas para uma estufa de circulacao de ar a 50 °C, onde permaneceram por 24
horas para a formacgéo dos filmes poliméricos.

A partir dessas solucgdes, produziu-se trés tipos de filmes poliméricos: FQ (Filme
de quitosana + PVA 1:1), FJR19 (Filme de quitosana + PVA 1:1 contendo 8,6 mg de
JR19) e FIRSP (Filme de quitosana + PVA 1:1 contendo 1 mg de sulfadiazina de prata
e 8,6 mg de JR19).

Figura 7 - Producéo dos filmes poliméricos: FQ, FJR19 e FIRSP.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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4.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do filme polimérico de quitosana (FQ), FJR19 e
FJRSP foi avaliada utilizando a técnica de difusdo em disco em meio de cultura sélido
agar Mueller Hinton (AMH) (Figura 8). Para a realizacdo do teste foi utilizada a
linhagem Staphylococcus aureus ATCC® 25923, previamente reativada em caldo de
enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI).

Apods o enriquecimento, uma aliquota foi semeada em placa utilizando a técnica
de esgotamento por estrias em AMH e incubada a 37°C por 24 horas. Posteriormente
a incubacao, o indculo bacteriano foi preparado diluindo-se algumas coldnias em
solucéo salina estéril a 0,9%, ajustando a turbidez para 0,5 na escala de McFarland,
equivalente a uma concentracéo de 1,5 x 10® UFC/mL.

Em seguida, swabs estéreis foram mergulhados na suspensdo bacteriana
padronizada e a cultura foi semeada por toda a superficie do AMH através de estrias
em varias dire¢cdes para permitir um crescimento homogéneo e confluente. Com a
utilizacdo de uma pinca estéril, os filmes FQ, FJIR19 e FJIRSP foram depositados sobre
a superficie do meio inoculado e as placas incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s a
incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade do crescimento
bacteriano e a presenca de halos de inibicéo.

Figura 8 - Avaliacédo da atividade antimicrobiana através da técnica de difuséo em

disco.

Inéculo
bacteriano
1,5x10®
UFC/mL

Semeio por estriamento FQ
em varias direcoes FJR19 37°C/ 24h
FJRSP

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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4.3 Avaliacao de atividade cicatrizante in vivo

Todo o protocolo experimental in vivo foi iniciado somente apds a aprovacgao do
Comité de Etica para Uso de Animais da UEPB (certiddo n°® 030/2023- Anexo ) em
conformidade com as normas e principios éticos de experimentacédo animal.

Para esse experimento foram utilizados ratos Wistar (Ratus norvegicus)
machos (9 a 10 semanas, 200 — 300 g), procedentes do Biotério da UEPB. Os animais
foram alojados caixas de polipropileno e submetidos a dieta balanceada a base de
racao tipo pellets (Presence®, Paulinia, SP, Brasil) e acesso a agua ad libitum. Além
disso, os animais foram mantidos em salas com ventilacdo e temperatura (22 + 2 °C)
controladas e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12h.

Para a inducdo das lesfes, os animais foram pesados e anestesiados com
cloridrato de xilazina (5mg Kg) e cloridrato de cetamina (75 mg Kg!), administrados
por via intraperitoneal. Ap0s a anestesia, realizou-se a tricotomia, utilizando um
tricotomizador e a antissepsia da regiao dorsal toracica com digluconato de clorexidina
2%, seguido do procedimento experimental.

A ferida foi criada por meio de uma exciséo circular de fragmento cutaneo, no
centro da area depilada, com o auxilio de um punch metalico de 1,0 cm de diametro

até a exposicao da fascia muscular dorsal, conforme ilustrado na Figura 9.

Figura 9 - Imagem representativa da ferida cutédnea excisional apos inducao.

e Y

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos experimentais (n=7)
destinados aos respectivos tratamentos topicos: controle negativo (salina 0,9%),
controle positivo (pomada de diproprionato de betametasona com gentamicina), FQ
(veiculo), FJR19 e FJRSP. Os tratamentos foram aplicados imediatamente apés a

inducado das lesbes e, posteriormente, a cada dois dias, no mesmo horario, por um
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periodo de 21 dias consecutivos para ambos os modelos experimentais.

No pés-operatdrio, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sob as
mesmas condicbes ambientais do pré-operatorio. Durante as reposi¢coes de
tratamentos, todas as lesGes foram hidratadas e limpas com solucédo salina 0,9%.
Além disso, os filmes tiveram seus tamanhos ajustados para a &rea superficial de cada

lesdo.

4.4 Andlise do fechamento das lesdes

Os animais foram avaliados diariamente quanto as condig¢6es fisicas, bem-estar
pos-procedimento e processo de cicatrizacdo. Os parametros clinicos observados
incluiram estado geral (movimentacdo, alerta e responsividade) e aspectos
macroscopicos como sangramento, exsudato e formacéo de crostas.

A andlise da cicatrizacao tecidual foi realizada por meio de fotodocumentacao,
em que todas as lesbes foram fotografadas e sua area superficial mensurada com o
software ImageJ Pro 6.1 (National Institutes of Health, Bethesda, EUA). As imagens
foram registradas no dia da indugéo da lesdo e ao final de cada ciclo de subgrupo no
20, 4°, 7°, 14° e 21°dia apds a lesdo com auxilio de uma camera digital na presenca
de uma escala graduada. A area superficial das lesdes (%) foi calculada com base na

equacdo 1, utilizada por Moreira (2016):

area superficial do dian
per/ x 100 (1)

Area superficial da lesdo (%) =
p f (/0) area superficial do dia 1

Ao final do ciclo de cada subgrupo do protocolo, os animais foram eutanasiados
nos dias 7, 14 e 21, por overdose anestésica, conforme Resolucdo N° 1000 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Em seguida, foram coletadas amostras das
areas cicatriciais para analises histopatoldgicas.

Os resultados foram expressos como média * erro padrédo da meédia (e.p.m). A
analise estatistica foi realizada empregando-se o teste ANOVA one-way, seguida do
pés-teste de Tukey, considerando significativas as diferengcas com p < 0,05. Os dados
foram analisados e plotados no software GraphPad Prism® versédo 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes testados € apresentada na Figura 10. Os
resultados mostraram que apenas o filme FJRSP exibiu atividade inibitéria,
evidenciada pelo halo de inibigdo contra S. aureus. Em contraste, os filmes FQ e
FJR19 ndo apresentaram efeito inibitério, comprovado pela formacdo de colbénias

bacterianas sobre os filmes.

Figura 10 - Atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos contra o S.aureus. FQ:
Filme de quitosana; FJR19: Filme incorporado com JR19; FJRSP: Filme incorporado

com JR19 e sulfadiazina de prata.

FQ FJR19 FJRSP

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Apesar da quitosana ter uma atividade antimicrobiana comprovada (Azevedo et
al., 2007; Ali et al., 2023; Pacheco et al., 2023), esse efeito ndo foi observado na
cultura tratada com o FQ. Estudos de atividade antimicrobiana de Sugumar et al.
(2015) e Coma et al. (2002) com FQ demonstraram que QTS de alto peso molecular
(90% de desacetilacao) tendem a néo se difundir no meio de agar adjacente.

Embora a QTS utilizada em nosso estudo possua de 75-85% de desacetilacao,
o mesmo fendmeno foi observado, sugerindo dificuldade de difusdo no meio. Portanto,
a sua eficacia contra S. aureus pode ter sido comprometida justamente por fatores
como peso molecular, grau de desacetilacao e a concentracao utilizada. Esses fatores
afetam a capacidade de interac&o da quitosana com a parede celular bacteriana. Uma

quitosana com maior grau de desacetilacdo e peso molecular moderado tende a ter
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melhor atividade antimicrobiana. Ja em concentracfes mais baixas, a QTS pode ter
eficacia limitada contra S. aureus. Em concentragcbes mais altas, a atividade

antimicrobiana tende a aumentar.

5.2 Testes in vivo — modelo de ferida cutanea excisional

No modelo experimental de ferida realizado, nenhum animal apresentou sinais
de infeccdo ou formacao de abscessos. A formacéo de crostas foi observada entre o
segundo e terceiro dia ap6s a inducao da lesdo em todos 0s grupos.

Nesse contexto, os resultados da cicatrizagao das feridas demonstraram que o
processo foi mais eficiente quando as lesdes foram tratadas com os filmes FJR19 e
FIJRSP quando comparadas ao controle negativo (solucéo salina), evidenciando o
potencial cicatrizante desses filmes. Esse efeito pode ser observado na Figura 11 e

Figura 12.
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Figura 11 - Fotografias do tamanho da ferida no processo de cicatrizacao e espessura
total apds os tratamentos com FQ: Filme de quitosana; FJR19: Filme incorporado com
JR19; FJRSP: Filme incorporado com JR19 e sulfadiazina de prata; Pomada
diproprionato de betametasona com gentamicina e solugéo salina, em intervalos de 7,
14 e 21 dias.
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FJR19

FJRSP

Pomada

Salina

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 12 - Avaliacdo do efeito cicatrizante de FQ, FJR19, FJRSP, solucdo salina
(controle negativo) e pomada de dipropionato de betametasona com gentamicina
(controle positivo) em feridas excisionais de ratos Wistar (n=7). Os dados séao
expressos como média + erro padrdo da média. As diferencas entre os grupos foram
analisadas por ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey. a p < 0,05 em relacao ao
grupo salina; b p < 0,05 em relagc&o ao grupo pomada; ¢ p < 0,05 em relagéo ao grupo;
d p < 0,05 em relagcéo ao grupo FJR19.
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Os resultados obtidos demonstraram que o FJR19 melhorou o processo de
cicatrizacdo, do ponto de vista macroscopico, a partir do 4° dia pos leséo,
apresentando uma area de 61,44%, exibindo uma acao cicatrizante semelhante ao
controle positivo, com area de 67,67% e uma diferenca de efeito estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo nao tratado que apresentou 77,65%. Esse perfil de
efeito manteve-se até o 7° dia apds a inducdo da ferida. Diferentemente do que
ocorreu entre o 14° e o 21° dia, em que, macroscopicamente, ndo houve mais
diferencas estatisticas nas areas residuais das feridas entre os grupos avaliados, uma
vez que o processo de reepitelizagdo tecidual ja se encontrava praticamente completo
em todos os tratamentos.

Estudos previos de Silva e colaboradores (2023) demonstraram que o JR19
apresentou atividade anti-inflamatoéria promissora em modelos inflamatorios in vivo,
como peritonite, bolsdo de ar e edema de pata. Assim, a melhora do processo
cicatricial induzida pelo FJR19 pode ser atribuida & sua propriedade anti-inflamatéria
relacionada a capacidade de suprimir a acao e/ou a liberacdo de aminas vasoativas,
oxido nitrico e prostaglandinas pré-inflamatérias, o que acaba por acelerar o processo
de cicatrizagéao.

A associacdo do composto JR19 com sulfadiazina de prata em filme foi
realizada com o objetivo de explorar um possivel efeito sinérgico, visando otimizar o
processo cicatricial. Macroscopicamente, o FJRSP demonstrou uma melhora
significativa na cicatrizagdo ja no 2° dia pos-lesdo, exibindo uma area de ferida de
71,95%, estatisticamente superior a todos os grupos, incluindo o FJR19. No entanto,
essa diferenca com o JR19 desapareceu entre 0 4° e o0 21° dia, apresentando areas
remanescentes de ferida semelhantes em ambos o0s grupos. Esses resultados
macroscopicos sugerem que ndo houve um efeito sinérgico significativo entre os
compostos ao longo da maior parte do estudo.

O uso de curativos a base de prata € amplamente difundido, pois séo indicados
para tratar infec¢des de feridas declaradas ou para prevenir a colonizacdo de feridas
(Atiyeh et al., 2007; Leaper e MacGregor, 2012), evitando riscos adicionais que levem
a complicacbes. Como as feridas induzidas em nosso estudo ndo eram

declaradamente infeccionadas e ao longo do experimento ndo apresentaram processo
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infeccioso, esse resultado pode ser atribuido ao fato de a sulfadiazina de prata ter um
efeito anti-inflamatério secundéario, limitado ao controle de infec¢des que amplificam a
resposta inflamatdria, sem exercer uma acao anti-inflamatéria direta.

Entretanto, Oliveira & Peripato (2017) observaram uma associacdo benéfica
entre sulfadiazina de prata e géis de quitosana, levando a uma maior producéo de
fibroblastos, reducdo da reacdo inflamatéria e uma melhora na angiogénese,
indicando uma maior evolu¢cdo no processo cicatricial dos pacientes em relacéo ao
tratamento convencional. Esse fato nos abre um pressuposto de que, embora nao
tenha ocorrido uma diferenca macroscoépica significativa da area da ferida entre os
filmes JR19 e JRSP, é possivel que em analises relacionadas aos eventos que
envolvem o processo cicatricial de forma celular, o filme que contenha a associacéo
do JR19 com a sulfadiazina de prata possa desempenhar um melhor efeito cicatricial
ao longo do tempo.

Nesse sentindo, diante dos resultados obtidos nesse trabalho, tanto o FJR19
guanto o FJRSP demonstraram eficacia no processo de cicatrizacdo desde os
primeiros dias. A melhora na cicatrizacdo esta mais associada as propriedades anti-
inflamatérias do FJIR19 do que a combinacdo com a sulfadiazina de prata. Sendo
assim, o uso de filmes poliméricos a base de quitosana com a inclusédo do JR19 e da
sulfadiazina de prata, em lesGes cutaneas, mostraram-se como alternativas

promissoras para acelerar esse processo de cicatrizagao.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o filme FIRSP
apresentou atividade inibitéria contra Staphylococcus aureus, o que pode ser atribuido
a presenca da sulfadiazina de prata, um agente antimicrobiano amplamente
reconhecido por sua eficacia. Por outro lado, os filmes FJR19 e FQ ndo demonstraram
efeito antimicrobiano significativo, explicado pela auséncia de um efeito farmacoldgico
direto do FJR19 contra essa bactéria e pela dificuldade de difusdo da quitosana no
meio de cultura, comprometendo sua acao.

No que diz respeito ao tratamento cicatricial, tanto o FJR19 quanto o FJIRSP
evidenciaram eficacia no processo de cicatrizacdo desde os primeiros dias do
experimento, indicando sua relevancia no estimulo a regeneracao tecidual. Os
resultados macroscopicos apontaram que a melhora na cicatrizacdo estd mais
associada as propriedades anti-inflamatérias do derivado N-acilidrazénico presente no
FJR19 do que a combinacéo com a sulfadiazina de prata. Essa observacao reforca o
potencial terapéutico do composto JR19 em atuar como um agente cicatrizante
eficiente, independentemente de sua associagdo com agentes antimicrobianos.

Portanto, os dados sugerem que o filme FIJR19 possui um papel promissor no
controle da inflamacé&o e na aceleracao da cicatrizacédo. Dessa forma, ambos os filmes
oferecem perspectivas diferenciadas e complementares, que podem ser exploradas

para o manejo de feridas complexas, com ou sem infecgcéo associada.
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ANEXO 1 — Aprovacado da CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Uso dos filmes poliméricos com derivado n-
acllidrazénico e sulfato de prata para o tratamento e cicatriza¢io de queimaduras e
lesdes cutdneas: testes in vivo”, registrada com o n® 030/2023, sob a responsabilidade
do Prof. Dr. Prof. Dr. Bolivar P. G. de Lima Damasceno, que envolve o uso de Ratos -
Norvegicos Wistar, para fins de pesquisa cientifica, encontra- se de acordo com os
preceitos da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com o decreto 6.899 de 05 de julho de
2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual da Paraiba.

Finalidade { ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacaa 04/2023 a 01/2024
Espécieflinhagem/raca Ratos - Norvegicos/ Wistar
'N° de animais 150 (cento e cinquenta)
Idade/peso aproximadamente 90 dias/ 300g
Sexo machos
Origem Centro de Bioterismo da UEPB
Informacao ao pesquisador:

Lembramos que o pesquisador responsavel devera emcaminhar & CEUA-UEPB o
Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagbes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.784 de 08/10/2008, e
Resolucdo Nommativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do relatério é de até 30 dias
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