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RESUMO

r

A quitosana ¢ um polimero produto da reagdo de desacetilagdo da quitina, encontrada
frequentemente na natureza. Ela vem sendo amplamente estudada e utilizada no
desenvolvimento de novas aplicagdes terapéuticas topicas ¢ despertando grande interesse a
industria farmacéutica devido a sua biocompatibilidade e propriedades bioadesiva,
biodegradavel, antibacteriana e antifingica, além de ser atoxica. A pentoxifilina € um farmaco
derivado da metilxantina, amplamente utilizado como agente hemorreologico em tratamentos
de doengas vasculares e também apresenta uma atividade anti-inflamatoria relevante. O
objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de filmes poliméricos de quitosana contendo
pentoxifilina e a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e microbiologica para uso topico em
lesdes cutdneas de camundongos. Nesses estudos, trés tipos de filmes de quitosana foram
desenvolvidos: filmes brancos (sem pentoxifilina) e filmes contendo 10 ¢ 20 mg de
pentoxifilina. As feridas cutaneas foram realizadas em 5 grupos de camundongos Swiss (Mus
musculus) e tratados com os filmes de quitosana com e sem pentoxifilina, solucdo salina
estéril (0,9%) como controle negativo e pomada como controle positivo. A avaliagdo das
feridas cutaneas foi realizada por meio da observagdo macroscopica dos aspectos clinicos das
feridas, sinais flogisticos (edema, hiperemia, formagao de crosta, etc.), andlise morfométrica
da area da ferida e andlise estatistica. J4 a andlise microbiologica foi efetuada pelo método de
esgotamento por estrias com o proposito de isolar e identificar microrganismos presentes na
area lesionada dos animais durante o ensaio. Os ensaios dos filmes de quitosana com 20 mg
de pentoxifilina demonstraram efeito anti-inflamatorio e cicatrizante ao decorrer do
tratamento, sendo a redu¢do do tamanho da area lesionada facilmente observada. Ademais, a
atividade microbioldgica dos filmes de quitosana e da pentoxifilina transcorreu de forma
favoravel, inibindo com éxito a manutencao e proliferacdo de agentes patogenos, responsaveis
por processos inflamatorios. Consequentemente, os resultados obtidos pelo estudo foram de
grande importancia para o tratamento de feridas devido a atividade anti-inflamatoria e
microbioldgica da quitosana com pentoxifilina ter sido bem evidenciada.

Palavras-Chave: Cicatrizagdo; Inflamacdo; Quitosana; Pentoxifilina; Filme Polimérico.



ABSTRACT

Chitosan is a polymer product of the deacetylation reaction of chitin, often found in nature. It
has been widely studied and used in the development of new topical therapeutic applications
and arousing great interest to the pharmaceutical industry due to its biocompatibility and
bioadhesive, biodegradable, antibacterial and antifungal properties, besides being non-toxic.
Pentoxifylline is a drug derived from methylxanthine, widely used as a haemorrhoid agent in
vascular disease treatments and also has a relevant anti-inflammatory activity. The objective
of this study was the development of polymeric chitosan films containing pentoxifylline and
the evaluation of anti-inflammatory and microbiological activity for topical use in cutaneous
lesions of mice. In these studies, three types of chitosan films were developed: white films
(without pentoxifylline) and films containing 10 and 20 mg of pentoxifylline. The cutaneous
wounds were performed in 5 groups of Swiss mice (Mus musculus) and treated with chitosan
films with and without pentoxifylline, sterile saline solution (0.9%) as a negative control and
ointment as a positive control. The evaluation of the cutaneous wounds was performed
through macroscopic observation of the clinical aspects of the wounds, phlogistic signs
(edema, hyperemia, crust formation, etc.), morphometric analysis of the wound area and
statistical analysis. The microbiological analysis was performed by the Stretch Depletion
method with the purpose of isolating and identifying microorganisms present in the injured
arca of the animals during the test. The chitosan films with 20 mg of pentoxifylline showed an
anti-inflammatory and healing effect during the treatment, and the reduction of the size of the
injured area was easily observed. In addition, the microbiological activity of chitosan and
pentoxifylline films proceeded favorably, successfully inhibiting the maintenance and
proliferation of pathogenic agents responsible for inflammatory processes. Consequently, the
results obtained by the study were of great importance for the treatment of wounds due to the
anti-inflammatory and microbiological activity of chitosan with pentoxifylline was well
evidenced.

Keywords: Healing; Inflammation; Chitosan; Pentoxifylline; Polymer Film.
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1. INTRODUCAO

A pele humana ¢ a principal protegdo do corpo humano contra infec¢cdes e mudancas
ambientais, tendo também um papel importante na manutencdo da homeostasia corporal.
Ademais, devido a pele ser o 6rgdo mais acessivel e exposto do corpo, ela ¢ diretamente
afetada por fatores fisicos, quimicos e agentes microbiologicos (GOTTRUP, 2004), e atua
como uma barreira de micro e macromoléculas devido a sua baixa permeabilidade (RENATA
et al, 2016). Em razdo da importancia do tecido epitelial, torna-se evidente que lesdes devem
ser evitadas ou tratadas adequadamente, caso ocorram.

Assim, quando ha lesdo na pele, cascatas complexas de reagdes biologicas ocorrem
com o intuito de regenerar a estrutura tecidual e reestabelecer o seu funcionamento (ENOCH,
2007). Entretanto, apesar da pele possuir uma capacidade regenerativa acentuada, a utilizagao
de curativos para acelerar o processo de cicatrizagdo ¢ recomendavel (MACNEIL, 2007).

Logo, um curativo ideal deve fornecer um ambiente imido, permitir a troca de gases e
agir como uma barreira contra microrganismos externos. Porém, dificuldades na remogdo de
curativos tradicionais, compostos de fiapos, algoddao e gazes sintéticas, podem levar a
processos de cicatrizagdo incompletos ou até mesmo provocar o aparecimento de novas
lesdes, limitando significativamente a sua utilizagao (JOSHI, 2009). Consequentemente, o0 uso
de curativos biodegradaveis e bioativos, como filmes poliméricos, ¢ altamente desejavel, ja
que induz a cicatrizagdo de feridas e promove a deposicdo da matriz extracelular, além de ser
facilmente removidos (BHATIA, 2016).

Outrossim, a utilizagdo de biofilmes poliméricos, como os produzidos a base de
quitosana, proporciona alternativas viaveis ao uso de curativos, formulacdes topicas e
transdérmicas convencionais. Os filmes podem atuar como carreadores de farmacos e auxiliar
no processo de cicatrizagdo, atuando como uma matriz de liberagao sustentada e permitindo a
rapida absorcdo do principio ativo no estrato corneo (MCAULEY et al., 2015).

A despeito da quitosana, trata-se de um material amplamente usado na formulagao de
hidrogéis e filmes poliméricos, podendo ser utilizada nos processos regenerativos da pele
como um curativo biodegradiavel devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e
atividade imunoestimuladora (SOUZA et al., 2009). Ademais, a quitosana também apresenta
propriedades antibidticas, antifiingicas, hemostaticas (PERIAY AH, et al, 2013), analgésicas e

cicatrizantes (SINGLA, et al., 2001), além de promover a reducdo na formagao de cicatrizes.
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Portanto, a sua aplicacdo como filme polimérico em associacdo a farmacos com acdo anti-
inflamatoria, como a pentoxifilina, ¢ extremamente vantajosa (DENG, 2007).

Compete ainda destacar que a pentoxifilina, derivada da metilxantina, ¢ amplamente
utilizada na medicina humana e veterinaria devido as suas propriedades anti-inflamatoérias e
efeitos hemorreologicos. A sua atividade bioldgica consiste em diminuir a viscosidade
sanguinea por reduzir a concentracdo plasmatica de fibrinogénio no sangue e
consequentemente promover a atividade fibrinolitica (ALI, 2012).

Sendo assim, o processo de cicatrizagdo tecidual pode ser beneficiado pelas atividades
farmacologicas da pentoxifilina (SAMLASKA; WINFIELD, 1994). Por conseguinte, a sua
incorporacdo a filmes poliméricos a base de quitonsana para auxiliar nos processos de
cicatrizagdo de lesdes cutdneas ¢ extremamente promissor. Desse modo, o objetivo deste
estudo ¢ avaliar a atividade anti-inflamatoria e microbioldgica de filmes poliméricos a base de

quitosana contendo pentoxifilina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pele e Inflamacao

A pele ¢ o maior tecido do corpo humano, com aproximadamente dois metros
quadrados de tamanho. Ela ¢ considerada a barreira primaria do corpo, responsavel pela
protecdo de orgdos e tecidos contra agentes infecciosos externos e também pela regulagdo e
manutencao da temperatura corporea, através do isolamento térmico e da transpiragdo. Lesoes
cutdneas podem comprometer a integridade da pele, tornando-a susceptivel a agentes
infecciosos e as mudangas fisiologicas que podem alterar a homeostasia do corpo e
desencadear processos inflamatorios e infecgdoes (GEESON; BERG et al, 1991).

Por conseguinte, a preservagao da pele ¢ de suma importancia, sendo necessario que
danos e traumas a este orgdo, resultantes de acdo externa fisica ou quimica, sejam
imediatamente aliviados através do uso de curativos que auxiliem na regeneracdo rapida do
tecido, mantendo o ambiente lesionado relativamente umido, prevenindo infecgdes,
diminuindo a dor, permitindo a troca de gases ¢ removendo o excesso de exsudado, o que
resulta em uma cicatrizagio rapida e adequada (DIEZ -PASCUAL; DIEZ- VINCENT et al,
2015).

As lesdes de pele ocorrem com determinada frequéncia durante a vida de um ser
humano, sendo elas comumente o resultado de acidentes traumaticos ou incisdes cirrgicas,
que podem levar a imobilidade do individuo ou a consequéncias mais graves quando
associadas a outras doengas, como a diabetes ou obesidade, ocasionando um alto custo
econdmico e social para a sociedade. (SEM et al., 2009).

Com isso, o tratamento de feridas é uma pratica milenar que vem sendo aperfeigoada
ao longo dos anos. Técnicas primitivas utilizadas para auxiliar o processo de cicatrizagao ¢
elaboragdo de curativos empregavam o uso de folhas e tecidos sobre a pele e a aplicacdo de
pomadas naturais feitas de ervas e gordura animal com o intuito de reduzir a dor e prevenir a
infeccdo. Certamente, essas estratégias ainda sdo utilizadas nos dias atuais, mas por serem
extremamente rudimentar, sdo incapazes de induzir uma cicatrizagdo eficiente em lesdes
cronicas e cortes profundos, sendo necessario a utilizacdo de estratégias mais modernas para
evitar a contaminacdo da area lesionada por agentes infecciosos e impedir a formagdo de
cicatrizes permanentes. Por consequéncia, ¢ evidente a necessidade de uma constante

inovacdo nas terapias e tecnologias empregadas na pratica da regeneragdo tecidual,
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aprimorando cada vez mais, o auxilio a regeneragdo rapida das propriedades intrinsecas da
pele (DIEGELMANN et al, 2004).

Estimulos bioldgicos nocivos relacionados ao contato com agentes agressores externos
devido a traumas e lesdes, sdo capazes de ativar mecanismos complexos de adaptagao celular,
que buscam impedir ou reduzir os danos provocados pela agressdo. Quando essas adaptacdes
sdo insuficientes, ocorre a morte celular e, consequentemente, a necrose tecidual, que
dependendo do estagio da lesdo, podem ou nao ser revertidas (MAJNO; JORIS et al, 1995).

Portanto, estimulos biologicos de defesa sdo fatores importantes, que provoca
alteragdes complexas da vascularizagdo da derme humana proveniente de uma resposta
imunolégica geral e inespecifica dos tecidos vascularizados. Esse mecanismo de defesa ¢
conhecido como inflamagao e ocorre com a finalidade de reduzir os danos teciduais através da
diluigdo, destrui¢do ou confinamento do agente infeccioso (MITCHELL; COTRAN et al,
2003a).

No entanto, as alteragdes ocasionadas a vasculatura epitelial pelo processo
inflamatdrio pode dificultar ou impedir a a¢do de farmacos administrados por via oral,
enfatizando assim, a importancia de sistemas carreadores de farmacos que possibilitam a
aplicacdo topica direta no local lesionado. Ademais, os sistemas carreadores de farmacos
apresentam vantagens significantes no tratamento de lesdes como a redugdo de efeitos
colaterais ¢ a versatilidade nos meios de aplicagdo, possibilitando a administragdo da dosagem
adequada de firmaco na area lesionada, acelerando entdo, o processo de cicatrizagdo. Em
virtude das vantagens supracitadas, hd um crescimento significante na drea de
desenvolvimentos de sistemas e plataformas que disponibilizam alternativas vidveis aos meios
de aplicagdo de farmaco, como € o caso dos filmes poliméricos, que auxiliardo no processo de
cicatrizagdo de feridas (BOATENG et al, 2008).

2.2 Filmes Poliméricos

Filmes poliméricos sdo comumente usados como carreadores de farmacos e possui
caracteristicas extremamente vantajosas tornando-o uma alternativa vidvel para a
administracdo de farmacos. O uso de polimeros biologicos para o desenvolvimento de
produtos eco-sustentdveis, como filmes, vem recebendo grande interesse académico e
comercial devido a sua demasiada disponibilidade, caracteristicas fisico-quimicas

permissiveis de alteracdo e biodegradabilidade (GUNA et al, 2017).
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De todas as formulacdes disponiveis, filmes poliméricos soluveis, que se aderem a
pele somente na presenga de uma pequena quantidade de agua, sdo extremamente promissores
para o carreamento topico de farmacos (PADULA, et al, 2007). Além disso, filmes
hidrossoliiveis sdo facilmente removidos da pele, tornando a sua aplicagdo em tecidos
lesionados vantajoso. Ademais, alteracdes adicionais no sistema permite a aplicagdo do filme
em condi¢des oclusivas, beneficiando também, o carreamento do farmaco (FEMENIA-FONT
et al, 20006).

Além da sua utilizagdo como sistema carreador de farmaco, filmes poliméricos
hidrofilicos, tanto natural quanto sintético, podem atuar na aceleragdo da regeneracdo dérmica
do tecido lesionado. Isso ocorre devido a determinadas propriedades fisico-quimicas dos
materiais poliméricos, como o alto teor de agua e biocompatibilidade, ¢ possibilita a
assimilagio das caracteristicas oriundas do tecido pelo filme (DIES-PASCUAL; DIEZ-
VINCENTE, 2015).

Os polimeros naturais investigados para aplicagdes de cicatrizagdo de feridas incluem
polissacarideos alginatos, condroitina, quitosana e quitina, celulose, dextrana e heparina,
proteoglicanos e proteinas (coldgeno, gelatina, fibrina, queratina e fiboina de seda)
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014; HU et al, 2014; JAYAKUMAR; PRABAHARAN;
KUMAR; NAIR; TAMURA, 2011; VOICU et al, 2016). Todavia, materiais biomédicos a
base de quitosana se destacam entre os outros devido as suas propriedades distintas, como a
biodegradabilidade, biocompatibilidade, atividade antibidtica e auséncia de toxicidade
(AHMED; ALJAEID 2016; KONG; CHEN; XING; PARK, 2010; RAAFAT; SAHL, 2009).
Essas caracteristicas sdo desejaveis na formulacdo de um filme ideal, que também deve ser
flexivel, elastico e macio, porém, resistente a quebra ocasionada pelo estresse resultante da
area de aplicagdo (GARCIA et al, 2017).

Desta forma, filmes de quitosana dispde de uma variedade de caracteristicas que

possibilita o seu uso em uma diversidade de aplicagdes biomédicas (HOSSEINI et al, 2013).

2.3 Quitina e Quitosana

2.3.1 Quitina

A quitina, poli (B- (1 — 4) -N-acetil-D-glucosamina) ¢ um polissacarideo natural,

identificado pela primeira vez em 1811, pelo quimico francés Henri Braconnot (ARIAS et al,
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2004). Ela ¢ um polimero, rico em nitrogénio, derivado de uma variedade de animais
maritimos, insetos ¢ microrganismos. Uma caracteristica importante da quitina sdo os seus
grupos de hidroxilas primdrios e secundarios e seus grupamentos de amina primarios, pois
possibilitam que uma variedade de mudangas quimicas seja realizadas de acordo com a

aplicacdo desejada (I. Aranaz et al, 2010).

2.3.2 Quitosana

A quitosana foi descoberta em 1859 por Roget (PATRULEA et al, 2015). Devido a
suas propriedades fisico-quimicas e biologicas, ela ¢ altamente adequada para ser utilizada
como curativo no tratamento terapéutico de queimaduras severas ou Ulceras cutaneas, além de
apresentar uma alta capacidade de formacao de filmes e possuir caracteristicas mucoadesivas
que permite a sua utilizacdo em varias vias de administragdo. Por consequéncia, o estudo da
quitosana e suas aplicagdes cresce no meio académico e o interesse comercial fomenta sua
importancia (ANDREANI et al, 2015).

A quitosana também ¢ conhecida como quitina desacetilada. Ela ¢ constituida de
unidades f-(1-4) D-glucosamina e N-acetil-D-Glicosamina ligadas, distribuidas
aleatoriamente. A despeito de suas caracteristicas fisico-quimicas, a quitosana possui
atividade antibiotica intrinseca, um alto peso molecular e a presenga de varios grupos
quimicos funcionais que possibilitam modificacdes estruturais diversas, tornando a quitosana
uma substancia extremamente versatil (SHIH et al, 2012) e a relacionando intimamente com
as caracteristicas fisico-quimicas encontradas na taxonomia maritima (RHAZI et al., 2000).

O desenvolvimento de filmes poliméricos a base de quitosana ¢ possivel devido ao seu
grupamento amina (NH,), que se altera para NH;' quando entra em contato com um meio
acido, e sofre protonagao, possibilitando entdo, a formacao de interagdes eletrostaticas com os
grupos anionicos. A caracteristica fisica dos filmes poliméricos a base de quitosana de atuar
como barreira ¢ afetada diretamente pelo grau de desacetilagdo e peso molecular (XU et al,
2005).

Outra propriedade fisico-quimica importante da quitosana, provenientes dos seus
grupamentos aminas ¢ hidroxilas, ¢ a sua alta hidrofilicidade e capacidade de sor¢ao de ions
metalicos. Tais caracteristicas possibilitam uma diversidade de aplicagdes para quitosana,
atuando na produ¢do de alimentos como um estabilizante e no tratamento de 4gua como um

agente floculante (RINAUDO, 2006).



15

Na area biomédica e farmacéutica, a quitosana possui uma série de aplicacdes
bioldgicas de grande interesse terap&utico. Ela contribui na ativacdo e proliferagao de células
inflamatorias no tecido epitelial granular (ALEMDAROGLU et al, 2006), auxilia na
reorganizagdo da arquitetura histologica de tecido lesionado (MUZARELLI et at, 1989), e
acelera o processo regenerativo alterando o funcionamento dos macrofagos (BALASSA;
PRUDDEN et al, 1978). As propriedades biologicas encontradas na quitosana viabiliza a
formulac@o de filmes poliméricos para serem utilizados, associados a outros fairmacos, como
curativo, pois a sua atividade tem demostrado uma reducdo substancial, tanto no tempo de
regeneracao tecidual, quanto na formacao de cicatrizes quando utilizados em animais (PAUL,;
SHARMA, 2004).

Embora possua uma ampla atividade biologica e possa ser utilizado na elaboragdo de
diversos produtos, as delimitagdes da quitosana sdo notaveis e incluem: a alta sor¢do de 4gua,
pouca estabilidade mecanica e facil solubilidade em condi¢des &cidas, limitando suas
aplicagdes (PADAKI et al, 2011). Porém, o interesse atual em matéria prima com atividade
antibiotica e cicatrizante, que seja biocompativel como corpo humano e biodegradavel, além
da sua ampla disponibilidade e baixo custo, torna a quitosana de extremo interesse para a
formulagdo de filmes poliméricos (CHENG et al, 2003).

Portanto, ¢ importante ressaltar que a formagao de filmes de quitosana, forma sistemas
de liberacdo de farmacos contendo os mais diferentes tipos de farmacos, entre eles alguns

anti-inflamatdrios como pentoxifilina, que € objeto desse estudo.

2.3.3 Pentoxifilina

A pentoxifilina ¢ um derivado hidrofilico da metilxantina, que é constituida por dois
anéis e uma parte alifatica, com um grupamento cetona proximo a extremidade, ¢ atua como
um inibidor nao seletivo da fosfodiesterase aumentando os niveis intracelulares de adenosina
monofosfato (CAMP) (ESSAYAN et al, 2001).

Inicialmente, a pentoxifilina foi utilizada como um agente hemorreoldgico no
tratamento de distirbios circulatorios como doengas vasculares periferiais (SAMLASKA;
WINFIELD et at, 1994). Atualmente, uma variedade de estudos cientificos comprovou a
eficacia da pentoxifilina no tratamento tanto de doengas vasculares, quanto em doencas
inflamatorias incluindo dermatoses purpuricas pigmentadas, como a doenca de Schamberg,

hanseaniase tipo 2, psoriase, cicatrizes hipertroficas e morfeia, reagdes de hipersensibilidade
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alérgica, necrobiose lipoidica e também como adjuvante no tratamento da leishmaniose
cutdnea ¢ mucocutinea (LESSA et al.,, 2001, BAFICA et al., 2003; SADEGHIAN;
NIFOROUSHZADEH, 2006).

A pentoxifilina pode ser administrada via oral ou intravenosa, porém, ¢ comum a
presenca de efeitos colaterais notaveis na administracdo. Entre os distirbios provenientes do
seu uso estdo as disfungdes gastrointestinais como dispepsia, nausea, vomito, inchago e gases
e as alteragdes variadas no sistema nervoso central, podendo ser dores de cabega, tontura,
tremores, ansiedade e confusdo. (SAMLASKA; WINFIELD, 1994, ZARGARI, 2008;
CAKMAK et al, 2012).

Ademais, assim como a maioria dos farmacos administrados por via oral, a
pentoxifilina passa por uma série de alteragdes resultantes do metabolismo de primeira
passagem hepatica. Logo, foi observado que a biodisponibilidade do farmaco diminui
substancialmente para niveis plasmaticos de aproximadamente 20-30%. A administracdo
parenteral pode ser realizada com o intuito de melhorar a biodisponibilidade do farmaco e
diminuir alguns de seus efeitos colaterais. Porém, o uso intravenoso desse medicamento ¢ um
método invasivo e doloroso, que requer a atuacdo de um profissional de satide capacitado,
ocasionando uma baixa adesdo do paciente ao tratamento (TEKSIN et al, 2009).

Com isso, o desenvolvimento de sistemas carreadores para aplicagdes topicas desse
medicamento, seja ele uma dispersdo coloidal ou um filme polimérico, torna-se
excepcionalmente promissor. A incorporacdo da pentoxifilina & um sistema carreador de uso
topico inviabiliza o metabolismo de primeira passagem, com consequente melhoria da sua
biodisponibilidade, e reducdo de reagdes adversas devido a agdo ser topica e ndo sistémica

(YEWALE et al, 2013).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver filmes poliméricos de quitosana e avaliar a atividade anti-inflamatoria

dos filmes para uso topico.

3.2 Objetivos Especificos

#« Aplicar o método de evaporagdo para desenvolver os filmes de quitosana
contendo pentoxifilina.

»« Testar diferentes concentracdes de pentoxifilina incorporados em filmes para
avaliar a atividade anti-inflamatoria /n vivo do filme obtido em feridas cutaneas

induzidas em camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material

s Pentoxifilina

» Quitosana - Sigma Aldrich

4.2 Desenvolvimento dos Filmes

A elaboragdo das formulagdes de filmes poliméricos de quitosana com pentoxifilina
foi realizado no Laboratorio de Desenvolvimento ¢ Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos
(LDCPF) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

A técnica de evaporagao do solvente (SANTANA et al.,, 2014) foi utilizada no
desenvolvimento da formulacdo. A aplicacdo desta técnica consistiu na dissolugdo da
quitosana (1% m/v) em uma solucdo de 4cido acético (1% v/v), seguida por agitaciao
magnética durante o periodo de 24 horas, sem interrupgdes. A seguir, a solugdo foi filtrada a
vacuo com o intuito de remover qualquer material insolivel presente, obtendo-se entdo, uma
solucdo polimérica de quitosana de 1% (m/v).

Com isso, uma aliquota de 5 mL de solug@o de quitosana foi retirada por meio de uma
pipeta automatica regulavel, colocada em uma placa de Petri e, em seguida, inserida em uma
incubadora ou shaker (Tecnal, mod TE-420, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), onde foi
homogeneizada (60 rpm) por um periodo de 24 horas. Posteriormente, as placas foram
acondicionadas em estufa de circulagdo de ar (TECNAL, TE-394/2, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil) a temperatura constante de 50 °C, durante 24 horas, ocasionando a evaporagdo do
acido acético residual contido na solucdo. Apos a conclusdo do periodo de secagem, obteve-se
os filmes brancos, compostos somente por quitosana (FBr), que foram retirados
cuidadosamente das placas com o auxilio de pingas.

Para obter os filmes de quitosana contendo o firmaco, solucdes aquosas de
pentoxifilina contendo 10 mg (F1) e 20 mg (F2)/mL foram preparadas. A metodologia de
preparagdo dos filmes de quitosana incorporados pelo farmaco foi a mesma utilizada
subsequentemente na preparacdo dos filmes brancos, distinguindo-se do procedimento
descrito anteriormente devido a adicdo de 1 mL de pentoxifilina, em ambas concentragdes
previamente mencionadas, aos filmes poliméricos. Essa adicdo ocorre antes do periodo de

incubagdo de 24 horas.
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4.3 ESTUDO IN VIVO

Nesse estudo, camundongos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas foram obtidos do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande/PB. Esses animais pesavam
entre 25 a 35 g, foram mantidos em temperatura ambiente de 22 °C, umidade relativa de 60-
80%, ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso livre a dgua e racao.

Todos os experimentos realizados foram conduzidos de acordo com as orientagdes
para os cuidados com animais de laboratorios, normas e consideracdes éticas aprovadas pelo
Comité de Etica do Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande/PB (FCM/CESED).

4.3.1 Feridas Cutaneas

Nesse ensaio, feridas cutdneas experimentais foram realizadas em animais
previamente anestesiados por uma solu¢cdo de cetamina 100 mg/kg e xilazina 0,05 mg/kg.
Uma tricotomia de aproximadamente 16 mm” foi realizada na regido dorsal de cada animal,
seguido de uma antissepsia local com clorexidina 4% e duas excisdes circulares de 7 mm de
didmetro na pele do animal utilizando um punch dermatologico estéril. Os fragmentos de pele

foram retirados da area lesionada e o panniculus carnosus foi exposto.

4.3.2 Grupos e Tratamentos

Os camundongos foram divididos de modo aleatdrio em 5 grupos experimentais, com

7 animais em cada grupo:

grupo 0 (GO) — controle negativo;

grupo 1 (G1) — com filme branco (FBr);

grupo 2 (G2) — com filme F1;

grupo 3 (G3) — com filme F2;

grupo 4 (G4) — controle positivo com pomada de Diproprionato de betametasona com

sulfato de gentamicina.
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ApOs a realizacdo da ferida (dia 0), as lesdes cutdneas foram limpas diariamente com
uma solugdo salina estéril 0,9% e os tratamentos topicos devidamente aplicados em cada
animal. Fotos das lesdes foram realizadas nos dias 0, 2, 6, 10 e 14 com o objetivo auxiliar a
avaliacdo clinica e possibilitar a execu¢do de uma anélise morfométrica. As aplicacdes topicas

dos diferentes tratamentos de acordo com cada grupo sao descritas na tabela abaixo:

Tabela 1 - Tratamento utilizado nos diferentes grupos no periodo de 14 dias.

Grupo Tratamento Duracio
GO 200 pul de solugdo salina estéril 0,9%
Gl FBr
G2 F1 (1,82 mg PTX) .
G3 F2 (3,64 mg PTX) I dias
G4 Diproprionato de betameftgsona com sulfato de
gentamicina

A eutandsia dos animais ocorreu no 11° dia ap6s a realizagdo das feridas. Esta pratica
foi realizada utilizando halotano 3%, anestesiando o animal, e seguido de um deslocamento
vertical efetuado com o intuito de evitar o sofrimento animal e cumprir o cddigo de ética

estabelecido para experimentos com animais.

4.3.3 Avaliacao das feridas cutaneas

4.3.3.1 Aspectos clinicos das feridas cutdneas

Os aspectos clinicos da cicatrizacdo das feridas foram realizados através da
observacdo de sinais flogisticos macroscopico, como edema, hiperemia e a formagdo de

crostas e exsudato. Essa andlise ocorreu nos dias 0, 2, 6, 10 e 11 ap6s a realizacao das lesdes.

4.3.3.2 Analise morfométrica das feridas cutaneas

Para a obtencdo das imagens das feridas, a cAmera fotografica digital (Nikon® D5300
24,2 MP com lente Tamron® 16-300mm F/3,5-6,3 Di Il VC PZD MACRO) foi utilizada nos
dias 0, 2, 6, 10 e 14 apos a realizagdo da lesdo, dispondo de uma distancia fixa padrao de 15
cm do objeto. Através da utilizagio do software Imagel® 1.51j8 (disponivel em:

https://imagej.nih.gov/ij/) (TANG et al., 2014; KOLUMAM et al., 2017), em escala graduada
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. . , , ~ 2 o . . .
no lado da ferida, foi possivel mesurar a area das lesdes (mm~). A equagdo abaixo foi aplicada

para a obtencdo da area residual.

. ] ] Area atual da ferida
Area residual da ferida = - —— ! — X 100
Area inicial da ferida

4.3.3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como a média EPM (Erro Padrao Médio) e as
diferencas entre os grupos foram averiguadas através da andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo post hoc Teste de Neuman — Keuls. As diferengas com p<0,05 foram

consideradas expressivas.

4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS FERIDAS CUTANEAS

Essa andlise foi realizada com o intuito de isolar as bactérias presentes nas feridas
cutdneas dos camundongos, possibilitando entdo, a identificagio dos microrganismos
presentes. Primeiramente, foram coletadas as amostras das areas lesionadas de trés animais de
cada grupo nos dias 2,6 ¢ 9, sendo empregados para coleta swabs estéreis em meio Stuart.
Apo6s a coleta, as amostras foram transportadas para o Laboratorio de Anélises Clinicas da
Universidade Estadual da Paraiba (LAC-UEPB) para serem inoculadas. A inoculagdo ocorreu
em caldo BHI no periodo de 24 horas, permitindo o crescimento bacteriano. Posteriormente,
um swab incorporado no caldo BHI foi utilizado para o semeio em placas de Petri através do
método de esgotamento por estrias, seguido de repique em cinco meios de cultura (Agar
Sangue, Agar CLED, Agar Mac-Conkey, Agar EMB e Agar Mueller-Hinton). As amostras
foram, entdo, incubadas a 37°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo das placas, a observacdo de caracteristicas distintas entre
as colonias permitiu a classificagdo colonias Gram-positivas e negativas. O crescimento
microbioldgico e morfologia de cada colonia foi avaliado e os testes de catalase, coagulase e

identificacdo em tubos de vidro foram realizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES

Os trés tipos de filmes desenvolvidos no estudo estdo representados na figura abaixo

Figura 1 -Filmes desenvolvidos neste estudo (A: filme branco; B: Filme com pentoxifilina — 10mg;
C: filme com pentoxifilina — 20mg).

A imagem A ¢ representada pelo filme de quitosana sem pentoxifilina (FBr). Ele pode
ser descrito como um filme de aspecto homogéneo e totalmente translucido, caracteristica
intrinseca do proprio polimero utilizado na formulagdo. O filme evidenciado na figura 1B
representa o filme polimérico de quitosana que, apds dissolvido em meio aquoso, foi

incorporado com 10 mg de pentoxifilina (F1). O aspecto leitoso amarelado apresentado ¢
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caracteristico da incorporagdo do farmaco no filme. A seguir, ¢ possivel observar que o filme
C (F2) tem um aspecto macroscopicamente homogéneo ¢ uma aparéncia leitosa e opaca mais

intensa que o filme B devido a presenga de uma maior concentracdo de pentoxifilina no filme.

5.2 ANALISE MORFOMETRICA DAS FERIDAS CUTANEAS

Figura 2 - Avaliacao do tamanho das feridas cutaneas

-0~ SALINA
N 420 - - 1
%’ -+ F1
S 100- * - 2
< 80- POMADA
*
§ 60
-
Q 40
©
Z o

I I I I | | I 1

2 3 4 5 6 7 8 9
Dias apés a realizacao da ferida

A analise morfométrica foi realizada através da avalia¢do da redugdo na area da ferida
(%) nos dias 4, 6, e 9, possibilitando assim, a comparacdo do processo regenerativo apos a
utilizagdo da solucdo salina (Grupo 0), filmes de quitosana sem pentoxifilina (Grupo 1),
filmes de quitosana contendo pentoxifilina em concentragdes de 10 (Grupo 2) e 20 (Grupo 3)
mg ¢ pomada de Diproprionato de betametasona com sulfato de gentamicina (Grupo 4).

Através da observacao do grafico e das fotos, algumas comparacdes notaveis podem
ser realizadas, sendo possivel destacar o baixo rendimento de cicatrizagdo no grupo 4 quando
comparado aos demais e a atuagdo farmacologica acentuada do grupo 3, contendo 20 mg de
pentoxifilina, na redugdo da area lesionada. O grupo 0, 1 e 2 obtiveram resultados

consideravelmente parecidos, com peculiaridades que serdo discutidas a seguir.
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O grupo 0 obteve um resultado satisfatorio, tendo a segunda maior reducao percentual
da area lesionada entre os dias 2 a 8, e superando o grupo 3 no dia 9, concluindo o estudo com
o maior percentual de reducdo.

Nos primeiros 4 dias ap6s a realizagdo da ferida, podemos verificar que o perfil de
reducdo da area lesionada do grupo 0, se assemelha com os do grupo 1, 2 e 3 e difere de
maneira significativa do grupo 4. Ademais, nota-se uma alteragao perceptivel na inclinagdo da
reta do grupo 0 do dia 4 ao dia 6, que representa uma diminui¢do considerdvel na intensidade
de regeneracdo tecidual durante esses 2 dias, seguida de um aumento na atividade cicatrizante
do dia 6 ao dia 9.

O grupo 3, apresentou uma reducdo percentual proeminente durante os primeiros 3
dias apos a lesdao. Porém, o seu rendimento diminuiu de forma semelhante ao grupo 0 ap6s o
dia 4, mantendo o percentual de reducdo da area lesionada relativamente constante até a
conclusdo do ensaio.

E importante ressaltar que, apesar de ter um rendimento na cicatrizagdo semelhante ao
grupo 0, o grupo 3 ¢ capaz de proteger a area lesionada de agentes externos, evitando
possiveis infeccdes.

Os grupos 1 e 2 tiveram o percentual de reducdao da ferida semelhantes, nao tendo,
entre eles, uma significancia estatistica relevante.

O grupo 4 teve o menor rendimento na reducdo das feridas, chegando a 50% no final
dos 9 dias, percentagem inferior aos demais grupos. Ela apresentou um comportamento
andmalo durante os primeiros 3 dias, aumentando o percentual da 4rea ao invés de diminui-lo.
Apos o dia 4, uma redugdo no tamanho das lesdes ¢ evidenciada, porém, de forma
consideravelmente inferior aos outros sistemas. Torna-se oportuno salientar que ao concluir o
estudo, o grupo 4 foi o tnico a ndo cicatrizar completamente, destacando assim, as vantagens
claras na utilizagdo dos filmes de quitosana com pentoxifilina no processo regenerativo de

lesdes epiteliais.
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Figure 3 — Fotografias das Feridas Cutaneas
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DIA 9
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5.3 ESTUDO MICROBIOLOGICO

As tabelas 2, 3 e 4 apresentam as bactérias identificadas durante cada periodo de

coleta, bem como o tratamento com os filmes FBr, F2 ¢ a salina utilizados nos camundongos.

Tabela 2 - Bactérias encontradas nas feridas tratadas com FBr nas trés coletas.

PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
AMOSTRA COLETA COLETA COLETA
EBr ;ﬁgﬁ?y fococcus - Staphylococcus
aureus -Hafnia alvei
(Camundongo 1) égggﬁabeamr - Citrobacter freundii
FBr aiﬁggg yioeoceus ;leﬁgﬁ Qy lococous -Staphylococcus
(Camundongo 2) g é:'rr;toe‘fgneacter - Escherichia coli aureus
EBr ;15,{25:}/ fococcus - Staphylococcus
(Camundongo 3) | - Enterobacter aureus Nenhuma bactéria
gergoviae - Citrobacter freundii

Tabela 3 - Bactérias encontradas nas feridas tratadas com F2 nas trés coletas.

PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
AMOSTRA COLETA COLETA COLETA
- Staphylococcus ) - Staphylococcus
F2 aureus agﬁgﬁ gy fococaus aureus
(Camundongo 1) | - Enterobacter - Escherichia coli - Enterobacter
aerogenes aerogenes
F2 gi‘Iar;;lzl};/ococcus ; Sﬁzﬁgy/ococcus - Staphylococcus
(Camundongo2) | _ Escherichia coli - Escherichia coli aureus
- Staphylococcus
F2 aureus - Staphylococcus .
(Camundongo 3) | - Enterobacter aureus Nenhuma bactéria
aerogenes
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Tabela 4 - Bactérias encontradas nas feridas tratadas com salina (controle negativo) nas trés

coletas.
PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
AMOSTRA COLETA COLETA COLETA
- Staphylococcus i
Salina aureus aiﬁzﬁ gy lococaus - Staphylococcus
(Camundongo 1) ;z 5Z§£2§:Cter - Escherichia coli aureus
- Staphylococcus
Salina aureus - Staphylococcus Staphylococcus
(Camundongo 2) | - Enterobacter aureus aureus
gergoviae
- Staphylococcus i
Salina aureus ajﬁgﬁ :y fococeus Staphylococcus
(Camundongo 3) ; eErrétgeggZ?cter - Escherichia coli aureus

Relacionados aos resultados obtidos pela utilizagdo dos filmes brancos (FBr),
podemos observar a presenga dos microrganismos Staphylococcus aureus e Enterobacter
gergoviae em todos os camundongos na realizacdo da primeira coleta. O Staphylococcus
aureus permaneceu presente nos trés camundongos durante a segunda coleta, mas foi
efetivamente inibido na terceira coleta, possivelmente, devido ao tempo de tratamento com o
filme. Observa-se também, a presenca de Citrobacter Freundii na segunda coleta e da Hafnia
alvei na terceira. Logo, devido a presenca das bactérias Staphylococcus aureus e Enterobacter
gergoviae no trato gastrointestinal desses animais ser comum, ¢ provavel que a contaminagdo
evidenciada nos filmes seja decorrente da presenca das fezes nas gaiolas dos camundongos
durante o periodo da andlise. A presenca das demais bactérias em diferentes dias da andlise e
os resquicios fecais encontrados na area lesionada desses animais, refor¢a a tese de
contaminagdo devido a excretos deixados na gaiola.

No que se refere a presenga de microrganismos nos animais tratados com filmes de
quitosana contendo 20 mg de pentoxifilina (F2), ¢ notavel a presenca das bactérias
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, e Esquerichia coli durante o periodo de
analise. Por se tratar de seres comumente encontradas no intestino animal, a contaminagao do
filme por Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes pode ter ocorrido através do
contato com as fezes dos camundongos. Ademais, o contato da area lesionada com urina dos
animais durante o ensaio pode explicar a presenca da Escherichia coli nas coletas. Ao analisar
os efeitos antibidticos dos filmes F2, ¢ possivel notar a inibicdo da Enterobacter aerogenes e

Escherichia coli, desempenhadas durante a segunda e terceira coleta dos filmes. Outrossim, a
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bactéria S. aureus apresentou resisténcia ao tratamento com os filmes contendo pentoxifilina
durante a primeira ¢ segunda coleta, contudo, a sua inibicdo também foi evidenciada na
realizagdo da terceira coleta.

A despeito dos resultados obtidos do grupo salina, a presenga dos microrganismos
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae e Escherichia coli
foi novamente relatada, corroborando com a tese de contaminagdo devido ao contato com as
fezes animais. A salina apresentou atividade inibitoria para Enterobacter aerogenes,
Enterobacter gergoviae ¢ Escherichia coli, porém, a bactéria Staphyloccocus aureus exibiu
resisténcia ao tratamento durante todas as coletas.

Diante os dados supracitados, torna-se oportuno ressaltar a inibigdo do Staphyloccocus
aureus pela utilizagdo do FBr e F2 como vantajosos em relagdo ao grupo salina, visto que o
microrganismo S. aureus ¢ responsavel pela maioria das infecgdes epiteliais ocorridas em

seres humanos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir do estudo realizado os dados apresentados neste trabalho, é possivel afirmar
que a atividade anti-inflamatdria e microbioldgica dos filmes poliméricos de quitosana com
pentoxifilina apresentaram resultados satisfatorios, visto que foi evidenciado um aumento
significativo na reducdo da area lesionada e uma atividade inibitoria adequada contra
microrganismos comumente associados a infec¢des epiteliais. Logo, esse sistema pode
representar avancos relevantes as aplicagdes terapéuticas que dispde da quitosana e

pentoxifilina como auxiliares dos processos de regeneragao tecidual de feridas cutaneas.
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