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RESUMO

A pele da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ uma fonte abundante de colageno, cujos
peptideos apresentam importantes atividades bioldgicas, incluindo a aceleragdo do processo
cicatricial. Esses peptideos atuam sobre diversos mecanismos deste processo: a nivel celular
estimulam a angiogénese, modulam a resposta inflamatéria e promovem a quimiotaxia e
recrutamento e diferenciacdo de células essenciais, como fibroblastos; a nivel molecular,
induzem a expressdao de mediadores relacionados a reparagao tecidual e proliferagdo celular,
como VEGF, TGF-B, IL-6, CD31 e TNF-a. Com o objetivo de avaliar a eficicia cicatrizante
desses peptideos, foi desenvolvida uma biomembrana composta por quitosana, glicerina e
polietilenoglicol 400, incorporada com peptideos obtidos da pele de tilapia por hidrélise
enzimatica. Foram avaliadas as concentracdes de 600 e 1000 pg/mL destes peptideos. A
quitosana, um polimero natural derivado de crustaceos, foi utilizada como matriz por sua
capacidade de promover liberagdo dos ativos e aumentar a absor¢do de macromoléculas. Para
avaliar o potencial cicatrizante dos peptideos de pele de tilapia do Nilo (PPTN), obtidos por
hidrélise enzimatica, foram desenvolvidas biomembranas de quitosana, glicerina e PEG 400,
contendo 600 ou 1.000 pg/mL. As formulagdes foram caracterizadas por ensaios fisico-
quimicos, mecanicos, morfologicos, FTIR e DRX. A atividade cicatrizante foi avaliada em ratos
Wistar com feridas cutaneas de 4 cm?, utilizando membranas sem peptideos e com peptideos
bovinos como controles. Nos dias 7, 14 ¢ 21, foram analisados a retragao das feridas, o infiltrado
inflamatorio, as estruturas vasculares, os fibroblastos, a birrefringéncia das fibras coldgenas e a
expressdao de TNF-a e IL-6. Foram avaliados os parametros inflamatdrios, neovascularizagao,
presenga de fibroblastos, deposi¢ao de colageno (tipos I e III) e expressao de TNF-a e IL-6. A
biomembrana contendo 600 pg/mL de PPTN apresentou maior intumescimento em 24 h
(2.250,39 + 64,98%; p < 0,0001), reducao de 33% na permeabilidade ao vapor de dgua e
superficie mais homogénea. Aos 14 dias, as formulagdes de 600 e 1.000 pg/mL apresentaram
perdas de massa de 80,75 + 8,35% e 78,42 + 8,76%, respectivamente em relagdo ao controle
(69,96 £ 11,18%). Na avaliacdo in vivo, observou-se maior recrutamento de neutrofilos no
grupo de 600 pg/mL nos dias 7 (p = 0,023) e 14 (p = 0,035), além de maior retragdo cicatricial
nos grupos tratados com PPTN em determinados periodos. A imunohistoquimica revelou maior
expressao de TNF-a (17,33 +£2,61%) e IL-6 (13,98 £+ 1,09%) no grupo de 600 pg/mL no dia 7,
com reducdo no dia 14 (11,95 + 0,66% e 7,62 + 0,43%, respectivamente), evidenciando
alteragdes temporais na resposta inflamatoria associadas ao processo cicatricial. Dessa maneira
a biomembrana contendo 600 ng/mL de PPTN (G2) apresentou o perfil mais equilibrado entre
ativacdo inflamatoria e regeneragdo tecidual, evidenciando efeito dose-dependente e potencial
aplica¢do como biomaterial promotor da cicatriza¢do, sendo uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novas formulacdes cicatrizantes.

Palavras-chave: biomateriais; reparagao tecidual; citocinas; colageno.



ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) skin is an abundant source of collagen-derived peptides
with potential biological activities associated with wound healing. Previous studies have
suggested that these peptides may influence inflammatory responses, angiogenesis, fibroblast
activity, and the expression of mediators involved in tissue repair, including VEGF, TGF -, IL-
6, CD31, and TNF-a. This study aimed to evaluate wound-healing potential of Nile tilapia skin
peptides (NTSP) obtained by enzymatic hydrolysis and incorporated into chitosan-based
membranes containing glycerol and polyethylene glycol 400 (PEG 400), at concentrations of
600 and 1,000 pg/mL. Membranes were characterized using physicochemical, mechanical, and
morphological analyses, fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and X-ray diffraction
(XRD). Wound-healing activity was evaluated in Wistar rats with 4 cm? excisional skin
wounds, using peptide free membranes as negative control and bovine skin peptide loaded
membranes as positive control. Wound contraction, inflammatory cell infiltration, vascular
structures, fibroblasts, collagen fiber birefringence, and TNF-o and IL-6 immunoexpression
were assessed on days 7, 14, and 21. Membrane containing 600 pg/mL NTSP exhibited greater
swelling after 24 h (2,250.39 + 64.98%; p < 0.0001), a 33% reduction in water vapor
permeability, and a more homogeneous surface morphology. After 14 days, membranes
containing 600 and 1,000 pg/mL NTSP showed mass losses of 80.75 + 8.35% and 78.42 +
8.76%, respectively, compared with 69.96 £+ 11.18% in control group, in vivo, 600 ug/mL group
exhibited increased neutrophil recruitment on days 7 (p = 0.023) and 14 (p = 0.035), while
greater wound contraction was observed in NTSP-treated groups at specific evaluation times.
Immunohistochemical analysis revealed higher TNF-a (17.33 + 2.61%) and IL-6 (13.98 £
1.09%) expression in the 600 png/mL group on day 7, followed by reductions on day 14 (11.95
+ 0.66% and 7.62 + 0.43%, respectively), indicating temporal changes in the inflammatory
response associated with wound healing. Overall, membrane containing 600 pg/mL NTSP
exhibited favorable physicochemical characteristics and a distinct inflammatory response
profile associated with tissue repair. These findings support potential of NTSP-loaded chitosan
membranes as promising biomaterials for wound management, although further studies are
required to clarify their mechanisms of action, safety, and clinical applicability.

Keywords: biomaterials; tissue repair; cytokines; collagen.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Fases da cicatrizag@o cutanea fiSiolOgiCa. ........cccevevveeieiiinieiieeieceeieeeee e 20
Figura 2 — Estrutura da quitina € da qUIt0SANA. ..........cceeruieiereeiienierieciee e 40
Figura 3 — Estrutura do colageno humano e da pele de tilapia do Nilo. .......ccceevevirirerennnene. 51
Figura 4 — Membranas acondicionadas em placas de petri, para o armazenamento. ............... 61
Figura 5 — Membranas coladas na extremidade dos frascos com cola epéxi liquida.. ............. 63
Figura 6 — Membranas cortadas 50 mm x 20 mm e identificadas para o ensaio. ........c........... 64
Figura 7 — Sala de técnica operatoria do departamento de medicina da UEPG. ....................... 68
Figura 8 — Modelo animal, ferida cirargica utilizando gabarito 2 x 2 cm com animal sob efeito

de anestesia ZETal........cceiieiiiieieeiee e 68
Figura 9 — Membranas fracionadas em quadrados de 2 X 2 CM. ..cc.coceveverenencncncnencncnennne 69
Figura 10 — Membrana de QT suturada nos vértices com fio 2-0 mononylon.......................... 69
Figura 11 — Fotomicrografia de 1amina corada por H.E ..o 71
Figura 12 — Fotomicrografia de lamina corada com P.R. .........c.cccoooiniiiiniiieececee, 72
Figura 13 — Registro fotografico da retragdo do ferimento nos dias 1,7, 14 e 21.......cc...c. 72
Figura 14 — FEG-MEV da superficie e se¢do transversal das membranas..........c.cccccecevueeuenene. 78
Figura 15 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) ......c.cccccecenenee. 79
Figura 16 — Difratogramas de 1aios X (DRX). .c.cccevuiiriniiniiniieireiccnceeeeeeeee s 81
Figura 17 — Grau de intumeSCIMENTO......c..coueruiriiriiriirieniirieniesiestest et 83
Figura 18 — B1odegradagao..........ccccoueriiririniininirinicsc et 87
Figura 19 — Retrac@0 da ferida .........cooeiiiiiiiiiieeeeee e 90
Figura 20 — Percentual de Tetragao. ........ccoeverieriiriiniininiiniireserene e 91
Figura 21 — Infiltrado de células inflamatorias. ..........ccoeeevvereeiienieieeieeeeee e 93
Figura 22 — Fotomicrografia do infiltrado de neutrofilos. ......c..coceevenencnncnnnnnccnce 94
Figura 23 — Contagem de vVasoS SANZUINEOS. .......ccuerueerierueeriereeieeeesteeseesseessesseessesseessesseessessesnnes 95
Figura 24 — Fotomicrografia contagem de vasos sanguineos (neovascularizagao) .................. 96
Figura 25 — Contagem de fiIbroblastos. .........ccuevieierieiieriieieseceee ettt 97
Figura 26 — Fotomicrografia fibroblastos nos tratamentos...........cccceevererenenenenencncnenennenne 98
Figura 27 — Contagem de contagem de fibras de coldgeno nos grupos G1 aG4...................... 99
Figura 28 — Fotomicrografia Picrossirius Red no 2 dia nos grupos Gl a G4.........ccccecevenenee. 100
Figura 29 — Colédgeno tipo I (vermelho) e III (amarelo) no 14° e 21°......ccoeveeireninenenennenne. 101
Figura 30 — Avaliacao imuno-histoquimica de IL-6 ..........ccccccerieiinieiiniieeeeeeeceeeeeene 103
Figura 31 — Avaliagdo imuno-histoquimica de TNF-00n0 14 .......cccccoviniininniniininceneee 103

Figura 32 — Avaliacdo imuno-histoquimica de TNF-a e IL-6 no 7° e 14° dias. .....c.cceceeueuenee. 104



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Permeabilidade e taxa de transmissdo de vapor d’agua das biomembranas de QT
(controle) e com adicao peptideos de tilapia q 600 e 1000 pg/mL. ...................... 84

Tabela 2 — Propriedades mecanicas das membranas de QT controle e das membranas
contendo PPTN nas concentragdes de 600 e 1000 pg/mL. ......cccooeineinennenennne 85



%
AAPH
ABTS
ANOVA
BD14
CD31
CEUA
DM
DNA
DOI
DP
DRX
DPPH
EUA

FDA

FEG-MEV
FGF-2

FGF-B

FTIR
Gl
G2
G3
G4
GI
HE
IL-1
IL-6
IL-8

ISO

kV
MEC
MEV
mg/mL
MMPs
MS

n
OMS
p

PBS
PCL
PDGF
PE
PEG

PLGA

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Porcentagem

2,2'-azobis(2-amidinopropano) di-hidrocloreto

Acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

Andlise de variancia

Beta-defensina 14

Cluster de diferenciagdo 31; marcador endotelial

Comité de Etica no Uso de Animais

Diabetes mellitus

Acido desoxirribonucleico

Identificador digital de objeto (Digital Object Identifier)
Desvio padrao

Difratogramas de raio X

2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Estados Unidos da América

Food and Drug Administration (agéncia reguladora dos Estados
Unidos)

Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo
Fator de crescimento de fibroblastos 2

Fator de crescimento de fibroblastos beta (grafia empregada na tese;
verificar nomenclatura)

Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Grupo 1 — controle negativo, membrana sem peptideos

Grupo 2 — membrana com PPTN a 600 ug/mL

Grupo 3 — membrana com PPTN a 1000 ug/mL

Grupo 4 — controle positivo, membrana com peptideos bovinos
Grau de intumescimento

Hematoxilina e eosina

Interleucina 1

Interleucina 6

Interleucina 8

International Organization for Standardization (Organizagao
Internacional de Normalizacao)

Quilovolt

Matriz extracelular

Microscopia eletronica de varredura

Miligramas por mililitro

Metaloproteinases da matriz

Ministério da Saude

Numero de observagdes/amostras

Organizag¢ao Mundial da Satde

Valor de probabilidade estatistica

Phosphate-buffered saline (solugdo salina tamponada com fosfato)
Policaprolactona

Fator de crescimento derivado de plaquetas

Polietileno

Polietilenoglicol

Potencial hidrogenidnico

Poli(acido latico-co-glicolico)



PPB
PPTN
PU

PVA

PVP
QT
SBD
SD
TGF-p
TNF-a
UEPG
UFPR
UNICENTRO
UTI
VEGF

WVPR

°C
a

p
pug/mL

um

Peptideos de pele bovina

Peptideos de pele de tilapia do Nilo
Poliuretano

Alcool polivinilico; também usado na tese para permeabilidade ao vapor
de 4gua (ambiguidade)
Poli(N-vinilpirrolidona)

Quitosana

Sociedade Brasileira de Diabetes
Swelling degree (grau de intumescimento)
Fator de crescimento transformador beta
Fator de necrose tumoral alfa
Universidade Estadual de Ponta Grossa
Universidade Federal do Parana
Universidade Estadual do Centro-Oeste
Unidade de Terapia Intensiva

Fator de crescimento endotelial vascular
Taxa de permeabilidade/transmissao de vapor de agua (sigla usada no
resumo; conferir defini¢ao)

Grau Celsius

Alfa (letra grega)

Beta (letra grega)

Microgramas por mililitro

Micrémetro



2.1
2.2

3.1

3.1.1
3.12
3.1.3
3.14
3.1.5
3.2

33

33.1
332
333
334
34

34.1
3.5

3.5.1
352
353
3.54
3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6
3.7

3.7.1
3.7.2
3.7.3
3.7.4
3.8

3.8.1
3.8.2
3.8.3
3.8.4
3.8.5
3.9

3.10

SUMARIO

INTRODUCAO 13
OBJETIVOS 18
OBJETIVO GERAL ..ottt et evesae e saeeneene e enas 18
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 18
REVISAO BIBLIOGRAFICA 19
CICATRIZAGAQ FISIOLOGICA .....oocvooieeieeeeeeeiseeeeessesessessessessssssssssssessssssenns 19
Fases da cicatrizagao fiSIOLOZICA ......cuevviruiriiriiiieiieieeieeieeteeeeee et 19
Fase de cOaAUIAGAO ......c.evuiriiiiiiieeeeee ettt ettt 20
Fase inflamatoria ou de SUDSIIAL0........ccuevieieriieieeieieeeeeee e 21
Fase proliferativa ou de granulagao ...........ccceecvereeieriieiiinierieeeeeeeee e 22
Fase de remodelagdo ou contragdo da ferida...........ccoocuveeiieiiiciieiiicieeeccee e 23
FERIDAS / CICATRIZAGAO PATOLOGICA ......covvvorrereireeeeiiseeeseses s 24
CURATIVOS DISPONIVEIS PARA TRATAMENTO DE FERIDAS ........cccooo...... 26
CUTativOS COMVENCIONAIS ...cuviruieriieeeeteeuieteetesttestesseesseeseesseesaesseensesseesesseessesssessessessesnees 26
CUrativos DIOIOZICOS .....vecvieeiieiieieceieie ettt ettt st e re e e e saeseesaesseesaesseeneas 29
ALOCTIXETTOS ..veuvieeietieereieetesteeteeetesteeseesteeseesseeseesseessesseessesssesseessenseessesseessesseessasseessesseanes 30
DS 110 1S) 10:C] 0PRSS 31
CURATIVOS DERIVADOS DE TECIDOS.......coooieteeteieeeeeeeeeeee e 33
LO70) B 7o) o USSR 33
CURATIVOS SINTETICOS ... es s 34
ESPUMAS ....iiiieceeeee ettt ettt e e e ae et e e saeenbeebeessaeenseeseenes 34
Filmes 35

Blendas POLIMETICAS .......ccuiiuiiieiiieieeieee ettt ettt eneeaes 36
HIATOZEIS ..ottt ettt st et et e et e beesaesseenaeeseensenseeneas 37
OUTROS POLIMEROS UTILIZADOS COMO CURATIVOS......coooooeeeeeeeeerenn. 39
POIIMETOS NATUTAIS ...c.vieiieiieieeiieieeceie ettt e ae s e e e e sseeseesaenseesaeseensesseeneas 40
QUILOSANA .....vvieivieiie et eete et et e et e et e st e esbe e teesseeesbeesseeesseessaessseessaessaessseenseesssessseeseansns 40
Acido alginico e alginato de SO0 ..........ov..vveeeveeeeeeeeeeee e 41
Amido 41

LD 1S Qi ¢ ) 4 U SRS 42
ACIAO NATUIONICO. ... ee e 43
POLIMEROS SINTETICOS ......riviieieiesieseeiseeisesesssssssssssssssssssssssss s 43
A1COO] POIIVINTIICO ..o 43
POliCapIOlactona......cccueuieieiieieciee et 44
Poli (N-vINIIPIrrolidona).........ceeeeiirieniieieiieieeeeeeeee e 45
Poli (1actide0-Co-gliCOIIACO).....eeiirieieiieieteeeeeeee e 46
ANTIBIOTICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO TOPICO DE FERIDAS ....... 47
IMUDITOCIINA ..vveuviiieieeiieieete ettt et ete et esaeeseesteeseesseessesssesseessessessaenseessensesssasseassasseensessennsas 47
INCOSPOTINA. ...venveeienieeiieteeieeteete et eteeeteteestesseeseesseessessaensessaensesseansesseenseensesseensesseensesseenes 47
BaCIITACINA ... eevieiieiieiecieeeceee ettt sttt et st e b e e se e be e s aesbeenaesseensenaeeneas 48
INISEALINA vttt ettt ettt et e et este et e steesbesteenbesseenseeseenbessseseensesseensesseensenseenns 49
NITOTUTAZONA ..ottt ettt b e te et e aa e beesaesbeessesseesseessensesseenns 49
ESTUDOS UTILIZANDO OS PEPTIDEOS DA PELE DA TILAPIA DO NILO
(PPTN)50

MEMBRANAS DE QUITOSANA COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE PPTN
NO TRATAMENTO DE FERIDAS ..ottt 56
METODOLOGIA 60

OBTENCAO DOS PEPTIDEOS DE PELE DE TILAPIA (PPTN)...cveooveerereerrereens 60



4.2

4.3
43.1

432
433
434
435
43.6
437
4.4

44.1
442
443
444
445
44.6
447
448
449

6.1
6.2
6.3

6.4
6.5

6.6

6.7
6.8
6.9
6.10
6.11

DESENVOLVIMENTO DA BIOMEMBRANA DE QUITOSANA INCORPORADA
AOS PEPTIDEOS DE PELE DE TILAPIA ........coocoioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
ENSAIOS DE CARACTERIZACAO in vitro DAS BIOMEMBRANAS .................. 61
Analise morfoldgica da membrana por microscopia eletronica de varredura (FEG-
MEV) 61

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) .........ccc.c....... 61
Difragao de raios X (DRX) .ouioiiiiiiiiiieeeeee et 62
Determinacao do grau de intumeSCIMENTO .......cc.eeeerveeierieeierieerieeiesieeeeae e seeeaeseeeneas 62
Determinacao da taxa de transmissao ao vapor de dgua ou permeabilidade................ 63
Determinacao das propriedades MECANICAS .......c.ceverveeeerieeierieerieeierieeeenreeeesreeeeseeeneas 64
Determinagdo da biodegradac@o in VItr0 ........cceeueeuiriirieriirieeieceeeeeeeeeeeeeee e 65
AVALIACAO in vivo DAS FORMULAGOES .......ccccomeiumrrirrineerirneeeieseeseeseeseen 66
CUIAAAOS ELICOS ...ttt 66
AATITINIATS 1.ttt ettt b et b e b bbbt b e bbb bbb bt eh e e bbbt b bbb eaes 66
GTUPOS EXPETIMENLALS ....euveevveeeeerieeeiesieeseesteetesteessesseesseeseesseessessaesesssessesssessesssessesssessesses 66
Procedimento CITUIZICO......ccuiviieieieeieieeee ettt te et be e e seesaesseessesaeeneas 67
POS CITUTZICO ..ttt ettt et be e e b et e s beensesneeneas 69
Coleta do MAterial .......ceeiiiiiiiiiieeece s 70
ANALISE HIStOIOZICA ... eevieiiiiieieiieieeeeee ettt ettt et s neas 70
Retracdo cicatricial por avaliagao MacroSCOPICA ....ecvveuveereerreerieireeriereeieereeaeereeaeseeeneas 72
Analise imunohistoquimica de TNF-0l € IL-6 .......c..ccocoirieviiriiiieieeeeeeeeeee e 73
ANALISE ESTATISTICA 75
RESULTADOS E DISCUSSAO 76
PROPRIEDADES FiSICAS DA MEMBRANA DE QT CONTENDO OS PPTN .... 76
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (FEG-MEV)........cocvvvieinnnnn. 76
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTTR) ittt ettt st ae bbb s ene e 78
DIFRACAOQO DE RAIOS X (DRX) ...t 80
GRAU DE INTUMESCIMENTO DAS MEMBRANAS DE QT INCORPORADO
AO PPTIN .ttt ettt ettt e et e s sseneese e e 82

TAXA DE TRANSMISSAO (TTVA) E PERMEABILIDADE (PVA) AO VAPOR DE
AGUA 84

PROPRIEDADES MECANICAS ...ttt e eeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeeeeeenesenees 85
BIODEGRADA CAO G0 VIETO .o e e eeese s e seseseesesenenes 86
RETRACAO CICATRICTAL ..ot eeee s e ees e eesees e 89
ANALISE HISTOLOGICA ... s s s s s seese e 92
ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA ...t eeeeeeeeeeeeeeeeee e eeenesnaees 101
CONCLUSAO 106

REFERENCIAS 108



13

1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo humano, responséavel por cerca de 16% do peso corporal, capaz
de conferir defesa fisica eficiente contra agentes patdogenos e alérgenos, isolando as estruturas
internas do ambiente externo. E composta por epiderme, derme e tecido subcutineo, possui
diversas estruturas como pelos, glandulas secretoras e nervos sensitivos (McKnight et al.,
2024).

Os principais eventos causadores de perda e comprometimento da atividade protetora
conferida pela barreira cutanea sdo: traumas, queimaduras e complicagdes vasculares de
doengas cronicas. Estes eventos levam ao decréscimo da acao deste escudo protetor natural,
facilitando agressdoes de agentes do meio externo, levando a desidratacdo, infecgdes
secundarias, retardo do processo cicatricial e sepse (Lopes ef al., 2020).

Segundo a Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS), as queimaduras sdo responsaveis
por mais de 180.000 6bitos anualmente em todo o mundo, enquanto aqueles que sobrevivem,
podem desenvolver feridas cronicas, com longos periodos de hospitalizacdo e sequelas graves
(Lima Janior et al., 2022).

Ademais, estima-se que 1 a 2% da populagdo mundial padece de feridas cronicas,
decorrentes de doencas venosas ¢ insuficiéncia arterial de membros inferiores, oriundas de
complicacdes ocasionadas por doengas como o diabetes tipo-2. Estas feridas podem evoluir
para lesdes secundarias como a ulcera do pé diabético, que causa amputagdes em 0,03 % destes
pacientes (Liu et al., 2022).

A cicatrizagdo em mamiferos ocorre de forma dindmica e sistematica, envolvendo
diversos componentes como células inflamatorias, vasos sanguineos, fibroblastos e fibras de
colageno que formam a matriz extracelular. A resposta bioldgica ao dano tecidual inclui dois
aspectos: regeneragao e reparo de feridas (Kim et al., 2015).

A regeneragao de feridas designa a cicatrizagdo com substituicdo completa do tecido e
restauracdo da arquitetura e funcdo do segmento lesionado. Entretanto, o reparo da ferida
envolve a migracao de fibroblastos, formacgao de tecido de granulacdo e a deposi¢ao de colageno
de forma desorganizada com a formacao de fibrose e tecido cicatricial. Na maioria dos casos, o
tecido lesionado em mamiferos ¢ reparado em vez de regenerado a sua estrutura original
(Buhimschi et al., 2010).

O processo de cicatrizagao em condicdes fisioldgicas convencionais € comum a todas
as feridas, dividindo-se em quatro fases: fase de coagulacdo, fase inflamatoria, fase de

proliferacdo (granulacdo) e fase de remodelamento (maturacdo) (Broughton et al., 2006).
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Assim, poucas horas apos a lesao tecidual a reepitelizag@o se inicia, com a migracao
de células inflamatorias, com posterior recrutamento de fibroblastos e diferenciagao destas
células, estratificagdo e reparagdo da barreira natural da pele (Ruszczak et al., 2013).

Entretanto, feridas infectadas, queimaduras e lesdes secundarias a doengas sistémicas,
podem evoluir de forma lenta, sendo denominadas de feridas complexas, termo que ¢ utilizado
para definir lesdes que ndo cicatrizam de maneira convencional, desafiando as equipes médicas
por apresentarem longa duragdo, ndo respondendo adequadamente aos tratamentos disponiveis,
devido a fatores teciduais locais ou sist€émicos, causando grande impacto socioecondomico
(Labib et al., 2023).

As feridas complexas, apresentam um tempo muito prolongado na evolugdo do
processo de cicatrizacao, isso se deve a fatores como a gravidade da lesdo, presenga de infecgao,
existéncia de comorbidades e a resposta individual do organismo, apresentando uma fase
inflamatoria prolongada, devido ao estimulo e producdo constante de citocinas pro-
inflamatérias como interleucina (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) (Okuno et al.,
2018).

O tratamento de feridas de longa duragdo, inclui métodos clinicos e cirurgicos, sendo
0 uso topico de pomadas e realizacdo de curativos com materiais sintéticos ou biologicos os
tratamentos mais frequentemente utilizados para auxiliar a reparagdo tecidual e controle de
infec¢oes (Lindford et al., 2012).

Portanto, a utilizagcdo de curativos ¢ uma das formas mais simples de se tratar feridas
dentre os materiais mais comumente utilizados para esta finalidade, estdo os polimeros de
origem fossil, como polietileno (PE), polipropileno (PP) e poliuretano (PU), que representam
um problema do ponto de vista ambiental quando descartados, além do elevado custo (Xu et
al.,2023).

Também, a relativa ineficacia dos curativos com materiais sintéticos ou biossintéticos
disponiveis, levaram ao aumento de pesquisas na busca por materiais bioldgicos com custos
menos expressivos, como alternativa para o tratamento de feridas complexas, dentre estes estao
as matrizes compostas por polimeros naturais como a quitosana, colageno e alginato (Bolgiani
etal.,2020).

Assim, a engenharia tecidual vem desenvolvendo curativos a base de polimeros
naturais, que auxiliem na reparacdo tecidual e fornegam o ambiente mecéanico e biologico
apropriado para o restabelecimento da matriz extracelular (MEC) durante o processo cicatricial

(Pozzolini et al., 2018).
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O desenvolvimento de novos farmacos e sistemas de liberagdo que utilizem
biopolimeros naturais, proporcionem barreiras contra infecgdes de microrganismos e outros
agentes externos, protejam a ferida contra injiria mecanica e promovam um ambiente favoravel
a cicatrizacao das lesdes, tem se tornado alvo de investigacdes nos ultimos anos (Caetano et al.,
2015).

Neste contexto, a pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), uma matriz de
origem natural, tem se destacado como opg¢ao para uso médico, demonstrando em diversos
estudos aceleracdo no processo cicatricial, controle de infecgdes secundérias e melhora na
qualidade do tecido neoformado e da matriz extracelular (MEC) (Liu et al., 2017).

A pele de tilapia, um biomaterial de baixo custo, demonstrou propriedades
cicatrizantes, anti-inflamatorias, antibacterianas e alta biocompatibilidade. Estas caracteristicas
permitem o desenvolvimento de novos farmacos extraidos de matrizes naturais com efeitos
benéficos no tratamento de anormalidades cicatriciais evitando as consequéncias das
complicacdes desse processo (Cheng et al., 2019).

A pele da tilapia é um produto de subutilizado da cadeia de produgao desta espécie
aquatica, que tem se mostrado cada vez mais promissora na formulacao de produtos para a
industria farmacéutica (Tang et al., 2015).

As propriedades cicatrizantes da pele de tildpia, sdo atribuidas aos efeitos dos
peptideos da gelatina de colageno, um biopolimero natural, que apresenta em sua estrutura,
aminoacidos hidrofobicos, como glicina, valina, alanina, prolina e hidroxiprolina que formam
uma variedade de peptideos de pele de tilapia do nilo (PPTN) com potentes atividades
biologicas (Kim et al., 2007).

Os peptideos podem ser extraidos de diversos tecidos deste peixe, como 0ssos, visceras
e escamas, mas estdo presentes de forma abundante principalmente da pele deste animal.
Podendo ser empregados métodos quimicos ou enzimaticos para a extragdo. (Sasaki et al.,
2008).

Estudos apontam que os PPTN aceleram o processo cicatricial através de mecanismos
moleculares distintos, como a inibi¢do da produc¢do do fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
modulagao da producao de citocinas pro inflamatérias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-
6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e por outras vias envolvidas no processo cicatricial como a
regulacao do peptideo (BD14), fator de crescimento de fibroblastos beta (FGF-) e do fator
vascular de crescimento endotelial (VEGF) (Mei et al., 2020).

Portanto, para que o processo cicatricial ocorra adequadamente, diversos elementos

celulares e extracelulares especificos, como as citocinas e fatores de crescimento, que



16

orquestram as fungdes biologicas distintas de cada fase deste complexo processo, tem de estar
em harmonia (Stojadinovic et al., 2008).

Também, os PPTN demonstraram atividade antimicrobiana, afetando diretamente o
metabolismo de microrganismos patogénicos, apresentando ainda efeitos reguladores sobre o
sistema imunologico inato, modulacao positiva no processo cicatricial e atividade antioxidante
(Huang et al., 2015).

Portanto, o desenvolvimento de um produto natural, que utilize a pele de tildpia como
alternativa para o tratamento topico de feridas ¢ justificado, visto os resultados de diversos
estudos apontam as propriedades cicatrizantes, antimicrobianas, antioxidantes e
imunomoduladoras desta matriz (Gomathy et al., 2022).

Ainda, dentre os biopolimeros estudados como base para sistemas de liberacao de
farmacos, tem se destacado a quitosana (QT), um polimero natural abundante, extraido
principalmente de exoesqueletos de crustaceos, disponivel como um subproduto de descarte
das industrias de processamento de alimentos como camardes e caranguejos (Azuma et al.,
2015).

A QT ¢é biocompativel, ndo-toxica e pode apresentar outras propriedades biologicas de
interesse cientifico, como antimicrobianas, antifingicas e promotoras do crescimento celular,
podendo ser aplicadas como adjuvantes do processo cicatricial (Laranjeira et al., 2009). No
campo farmacéutico a QT ¢é muito utilizada como base para sistemas de liberacao controlada
de farmacos, suas propriedades fisicas e mecanicas incluem elevada flexibilidade, estabilidade
e solubilidade (Carvalho, 2014).

Ainda, a QT pode ser processada de diversas maneiras e aplicada na forma de pos,
géis, filmes e membranas e incorporar em sua estrutura polimérica outros compostos, que
possam também favorecer a cicatrizagdo de feridas, como compostos bioativos de origem
natural (Gal et al., 2011).

Com o intuito de motivar investimentos e o desenvolvimento de farmacos adjuvantes
no processo cicatricial, utilizando a QT como sistema de liberagdo e os PPTN como principio
ativo, este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar a membrana de QT incorporada
com peptideos de pele de tilapia nas concentragdes 600 e 1000 pg/mL em modelo animal de
cicatrizagdo de feridas.

Portanto a compreensao dos efeitos dessas biomembranas sobre o processo cicatricial
envolve aspectos celulares e moleculares, especialmente aqueles relacionados a resposta
inflamatoéria, a organizacdo da matriz extracelular e a remodelacao tecidual. Nesse sentido, a

integragdo de caracterizacdes fisico-quimicas com avaliagdes experimentais in vitro € in vivo
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constitui uma abordagem relevante para ampliar o conhecimento sobre o potencial terapéutico,

as propriedades e as limitagdes desses biomateriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma membrana de QT incorporada com PPTN e avaliar suas

propriedades fisico-quimicas e atividades farmacologicas, cicatrizantes e anti-inflamatorias em

ensaios in vivo e in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

desenvolver e caracterizar in vitro membranas de QT contendo o PPTN;

avaliar através de ensaios in vivo as bioatividades cicatrizante ¢ anti-inflamatoria do
tratamento com a forma farmacéutica;

avaliar através de andlises histologicas, os efeitos do tratamento com a forma
farmacéutica, quanto ao estimulo da expressdo de vasos sanguineos e fibroblastos;
avaliar através de analises histologicas o efeito do tratamento sobre a produgdo de fibras
de colageno;

avaliar através de andlise imuno-histoquimicas, a expressdo das citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a) e (IL-6), promovida pelo tratamento com a membrana QT

contendo o PPTN.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CICATRIZACAO FISIOLOGICA

A pele desempenha fungao de revestimento, atuando como barreira quimica, fisica,
termorreguladora, antimicrobiana e imunolégica, além da fungdo sensorial. Esté sujeita a sofrer
agressoes de agentes intrinsecos e extrinsecos que podem levar a alteragdes estruturais, tais
como as feridas cutaneas (Cardoso et al., 2024).

O processo de cicatrizagao da pele ¢ um fendmeno complexo, orquestrado e mediado
por mecanismos celulares e moleculares. O conhecimento acerca deste processo torna-se crucial
na eficacia da terapia topica elencada. Para que a selecdo de curativos e medicamentos
adequados possa trazer beneficios ao paciente, deve ser levado em consideracao o seu estado
clinico, grau de acometimento dos tecidos lesados e evolucdo da lesdo (Johnstone et al., 2013).

Independentemente da etiologia da lesdao, os processos de reparo e cicatrizagao sao
semelhantes. A ferida ¢ o resultado de um dano tecidual, com estimulo da resposta fisiologica
coordenada para fornecer hemostasia e iniciar o processo de reparo tecidual. Feridas agudas,
incluindo incisdes cirurgicas, geralmente passam por essas fases com relativa rapidez,
entretanto em alguns tipos de ferida a cicatrizag@o ¢ retardada. Lesdes que levam mais de 12
semanas para cicatrizar, sdo denominadas feridas cronicas ou complexas (Young et al., 2011).

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo dinamico que envolve uma sequéncia
complexa de eventos que se inicia com a lesdo do tecido, continua com a inflamagao e termina
muito depois da reepitelizagdo ser alcangada. Eumaa resposta natural do corpo a lesdo tecidual,

sendo fendmeno complexo e mediado por diversos mecanismos (Wan ef al., 2022).

3.1.1 Fases da cicatrizagao fisiologica

Existem fases distintas na cicatrizagao de feridas (Fig. 1), sendo o processo cicatricial
dividido nas seguintes fases: fase de coagulagao (hemostasia), fase inflamatoria ou de substrato,

fase proliferativa ou de granulagdo e fase de remodelagdo ou contragdo da ferida (Wallace et

al.,2017).
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Figura 1 — Fases da cicatrizaco cutanea fisiologica. Representacdo esquematica das fases de hemostasia,
inflamac&o, proliferacdo e remodelamento, destacando os principais eventos celulares e a sobreposi¢do temporal
entre as fases.

1. HEMOSTASIA 25 lNFLAMACAO
Minutos a horas Horas a dias
Coagulo de fibrina

e PROLIFERA(:AO 4. REMODELAMENTO
Dias a semanas Semanas a meses
Reepitelizagdo Tecido de granulagdo

y IR

Fonte: Schultz ef al. (2011)
3.1.2 Fase de coagulagao

A cicatrizagdo de feridas inicia com a contengdo da hemorragia e coagulagao,
imediatamente ap0ds a lesdo tecidual. O processo de cicatrizagdo ndo evolui até que a hemostasia
seja alcangada. Vasoconstri¢do, agregagao plaquetaria e deposicao de fibrina sio componentes
chave na hemostasia, resultando na formacdo de um codagulo. Os codgulos sdo compostos
principalmente de malha de fibrina e plaquetas, juntamente com células sanguineas (Schreml
etal.,2010).

A formacao do coagulo impede a saida de eletrdlitos e fluidos, além de diminuir a
contamina¢do do ambiente externo. A vasoconstricdo ocorre a partir da liberacdo de
catecolaminas vasoativas, ap6s a lesdo na derme. A adrenalina ¢ secretada na circulagdo
sanguinea e a estimulagdo simpatica causa liberagcao de noradrenalina no local lesionado (Wild

etal.,2010).
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As prostaglandinas, como o tromboxano sdo secretadas pelas células lesionadas,
contribuindo para a vasoconstrigdo. Apds a exposi¢do ao colageno e aos fatores teciduais
liberados pelas células danificadas, as plaquetas aderem umas as outras e ao endotélio vascular.
A agregacdo de plaquetas causa a liberagdo de granulos alfa, bem como, de corpos densos e
lisozimas de seu citoplasma (Schultz et al., 2011).

Os granulos alfa contém inumeros fatores envolvidos nas fases inicial e tardia da
cicatrizagdo. Desses fatores, os mais importantes liberados sdo o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformador-b (TGF-B) e o fator de crescimento
de fibroblastos-2 (FGF-2) (Pakyari et al., 2013).

A deposicao de fibrina depende principalmente da ativacdo da cascata de coagulacdo
extrinseca. A exposi¢ao ao fator tecidual, encontrado nas superficies celulares extravasculares
e fibroblastos, leva a ligag¢ao ao fator de coagulagdo VII ou VII a. Como resultado, a produgao
de trombina catalisa a conversao de fibrinogénio em fibrina (Sorg et al., 2017).

A fibrina cria uma malha que estabiliza o tampao plaquetario e ajuda a formar a matriz
a qual a fibronectina, secretada por fibroblastos e células epiteliais, se liga. As moléculas de
fibronectina contém sitios de ligagdo para a fixa¢do celular, que auxiliam na migragdo das
células ao longo da matriz (Almadani et al., 2021).

Ap6s aproximadamente 10 a 15 minutos, ocorre uma transi¢ao da fase vasoconstritora
paraum periodo de vasodilatagdo. Leucotrienos, prostaglandinas e histamina, que sdo derivados
de produtos endoteliais e fatores derivados de mastocitos sdo os principais contribuintes para a
vasodilatagdo. A produgao de trombina e cininas causa um aumento na permeabilidade vascular,
o que auxilia na migracao extravascular de células inflamatérias, denominada diapedese. A
migra¢do de fluido para a area lesionada gera edema, o que contribui para a dor associada a

inflamag¢ao (Nosbaum et al., 2016).

3.1.3 Fase inflamatdria ou de substrato

A fase inflamatoria inicia apds a coagulacao estar concluida, sendo caracterizada pela
presenca dos sinais flogisticos, também conhecidos como sinais cardinais da inflamacao, que
sdo cinco manifestagdes clinicas que indicam a presenga do processo inflamatério: calor, dor,
rubor, edema e perda de fungdo (Galli et al., 2011).

Os neutroéfilos se infiltram na area lesionada através de diapedese e sdo inicialmente a
célula inflamatoria predominante presente na ferida. Sua fungao ¢ prevenir infecg¢des, limpando

e desbridando a area da ferida de particulas estranhas e bactérias por meio da digestdo
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enzimadtica e fagocitose. O numero de neutr6filos atinge um nivel maximo em 1 a 2 dias e
diminui nos préximos 3 a 5 dias (Gonzales et al., 2016).

A presenca de fatores quimiotaticos faz com que os mondcitos entrem no local da
ferida. Apds aderirem a matriz extracelular, os mondécitos sofrem uma transformagdo em
macrofagos, com niveis maximos ocorrendo entre o 4° e o 5° dia. A fagocitose e o
desbridamento continuam, o fator estimulante de colonias 1, o fator de necrose tumoral o (TNF-
a) ¢ o PDGF sdo expressos, atraindo mais mondcitos e fibroblastos, estimulando a replicagao
de fibroblastos e o crescimento vascular (Cafiedo et al., 2019).

Os mondcitos e macréfagos tem um papel fundamental nos eventos de cicatrizagdo de
feridas, pois, essas células estimulam a sintese de colageno por fibroblastos. Estudos também
demonstraram que animais com deple¢do de macréfagos apresentam processos cicatriciais mais
demorados (Singh et al., 2017).

Em uma ferida aberta ou de segunda intencdo, a fase inflamatoria € caracterizada por
um periodo exsudativo que pode durar de 7 a 10 dias, sendo que feridas infectadas demoram
ainda mais tempo, entre 15 e 25 dias. Esses periodos reduzem para apenas de 4 a 5 dias em

feridas de primeira inteng¢ao, ndo contaminadas, como as feridas cirargicas suturadas (Ellis et

al., 2018).

3.1.4 Fase proliferativa ou de granulagio

A fase proliferativa envolve a regeneragdo da epiderme com a proliferacao de
fibroblastos, o que leva a sintese de colageno e a neoangiogénese. O exsudato na ferida diminui
a medida que ocorre a formagao de tecido de granulacdo, composto por fibroblastos e vasos
(Landén et al., 2016).

Inicialmente, as células epiteliais proximas a borda da ferida preparam-se para a
migracao e proliferacdo celular, achatando e desenvolvendo extensdes de seu citoplasma. A
dissolugdo das conexoes intracelulares e das ligagdes epidérmicas permite o movimento lateral
das células, que sdao guiadas pela estrutura formada pela rede de fibrina, fazendo com que haja
a retragdo da ferida. A taxa de migragdo celular média ¢ de aproximadamente 12 a 21 pm por
hora, o que equivale a duas a trés vezes o diametro da célula a cada hora (El Ayadi et al., 2020).

Uma vez que as células se encontrem, ocorre a inibi¢do por contato, por meio da qual
as células epiteliais retomam sua morfologia e fungao normais. A inibi¢ao por contato celular ¢
o processo pelo qual o crescimento e a proliferacdo de células normais sdo interrompidos

quando elas entram em contato umas com as outras (Harper et al., 2014).
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O movimento dos fibroblastos na ferida ¢ semelhante ao da epiderme. A principal
fung¢do metabolica dos fibroblastos ¢ a sintese de colageno, proteoglicanos e elastina.
Inicialmente, o colageno tipo III constitui a maior parte do colageno. Os fibroblastos também
comecam a se diferenciar em miofibroblastos, importantes para a contratura da ferida, a partir
de 7 a 14 dias ap6s a lesdo. Os glicosaminoglicanos e os proteoglicanos ajudam a formar a
substancia fundamental necessaria para a formacao do coldgeno (Anderson et al., 2008).

A formagdao de novos vasos sanguineos ¢ necessaria para sustentar o tecido de
granulacdo recém-formado. Esse processo ¢ complexo e depende de diversos fatores
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular, a angiogenina e a angiotropina

(Wilhelm et al., 2017).

3.1.5 Fase de remodelacdo ou contracdo da ferida

A remodelacao ¢ a fase mais longa da cicatrizagdo de feridas, iniciando-se no periodo
de 2 a 3 semanas. Nesse periodo, a quantidade de colageno presente na ferida atinge seu nivel
maximo. A natureza da matriz da ferida muda significativamente durante esse periodo. Ha uma
continuacdo dinamica da sintese e degradagao do colageno por meio da interagao da colagenase
(Seaton et al., 2015).

Inicialmente, a cicatriz imatura contém um arranjo desorganizado de fibras finas de
coladgeno. Esse arranjo ¢ gradualmente substituido por fibras mais espessas como resultado da
reticulacdo das fibrilas de coldgeno, dispostas em uma orientacao paralela as tensdes da pele.
Além disso, o colageno tipo III ¢ substituido por colageno tipo I, que se torna o principal
componente do tecido cicatricial (Smith ez al., 2015).

A contragao da ferida ocorre devido a acdo dos miofibroblastos a uma taxa de 0,6 a
0,75 um por dia. Agua e glicosaminoglicanos sdo deslocadas da ferida durante o periodo de
contragao, levando ainda mais a compressao das fibras de colageno. A neovascularizagdo cessa
e os vasos comeg¢am a regredir, transformando a cicatriz eritematosa em uma cicatriz
esbranquicada relativamente avascular. O processo de remodelagdo se completa entre 6 e 24

meses apods o ferimento (Sebastian ef al., 2011).
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3.2 FERIDAS / CICATRIZACAO PATOLOGICA

As lesoOes na pele geralmente sdo caracterizadas pela ruptura da estrutura anatomica e
funcional do tecido, cuja gravidade pode variar de acordo com a profundidade e extensdo da
lesdo, podendo levar a incapacidade funcional (Molinier et al., 2015).

A perda da barreira protetora conferida pela pele ap6és uma lesdo, gera uma via
importante para a entrada e instalacdo de agentes externos no organismo com potencial para o
inicio de processos inflamatorios e infecciosos, de modo que em dadas situagcdes hd um grande
risco para a saude do individuo afetado (Aidar et al., 2016).

O processo normal de cicatrizagdo de feridas implica em etapas distintas e
coordenadas, assim ap0s a vasoconstri¢ao e coagulacado, inicia-se o processo propriamente dito,
que ¢ dividido em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelacao, culminando com a
formagao do tecido cicatricial (Smith et al., 2020).

Entretanto as feridas cronicas, também denominadas feridas complexas, como
queimaduras e as ulceras diabética, de estase venosa, arteriais e traumaticas, além das escaras
por pressao e feridas pos-cirurgicas infectadas, representam um desafio, pois ndo seguem as
fases convencionais do processo cicatricial, devido ao prolongamento da fase inflamatdria,
mediado por citocinas pro-inflamatorias e complicado pela presenca de infecgdes secundarias
(Docherty, 2020).

As feridas complexas, demoram para cicatrizar, em decorréncia de uma série de fatores
moleculares e celulares do processo de cicatrizacdo. As principais sdo: alta concentragcdo de
citocinas pro-inflamatérias como metaloproteinases (MMPs) e fator de necrose tumoral (TNF-
o), neuropatia, infecgdes secundarias e resposta inflamatoria ndo fisioldogica com estresse
oxidativo, neoangiogénese deficiente, concentragdes inadequadas de fatores de crescimento e
anormalidades celulares (Andrade ef al., 2013).

Nesse contexto, as queimaduras estao entre as principais causas de lesdes cronicas de
pele na populacdo mundial, que além de apresentar desfechos letais, determinam inimeras
sequelas e incapacidade nos casos nao fatais, como funcionais, estéticas, psicoldgicas e sociais,
dificultando retorno da qualidade de vida anterior a lesdao (Jeschke et al., 2022).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as queimaduras sdo responsaveis
por aproximadamente 180.000 mortes por ano em todo mundo. Dados do Boletim
Epidemiologico elaborado pelo Ministério da Satide (MS), aponta que entre os anos de 2015 ¢
2020 ocorreram 19.772 6bitos por queimaduras e cerca de 1.000.000 de acidentes envolvendo

esse tipo de lesdo no Brasil (Ministério da Saude, 2022).
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A sepse ¢ uma das principais causas de obitos de pacientes internados devido a
queimaduras. A etiologia envolve a presenga de agentes patogé€nicos que provocam
descompensagdo na atividade organica do individuo afetado, de modo que o sistema de defesa
do paciente ndo ¢ capaz de gerar uma resposta efetiva sobre patdgenos invasores (Alves et al.,
2018).

O paciente queimado necessita de cuidados especiais como troca de curativo didria,
cobertura precoce da lesio e medidas de prevengao de infecgdes, pois apresenta
comprometimento imunoldgico quando na presenga da ferida aberta, tornando mais suscetivel
a infecgdes tanto bacterianas quanto fingicas (Okuno et al., 2018).

Ademais, vitimas de queimaduras graves frequentemente enfrentam longos periodos
de hospitalizacao, com tratamentos dolorosos, trocas frequentes de curativos, debridagao de
ferimentos e permanéncia em UTI. Estes pacientes em muitos dos casos, apresentardo
deficiéncias fisicas e problemas psicoldgicos como sequelas destas lesdes (Lopes et al., 2020).

Também, segundo dados do MS, o diabetes melitus afeta cerca de 250 milhdes de
pessoas em todo o mundo. No Brasil, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) constatou que,
em 2022, mais de 20 milhdes de pessoas viviam com a doenca no pais (Ministério da Saude,
2022).

Dentre as principais complicagdes do diabetes mellitus (DM) estd a tlcera do pé
diabético, que ¢ associada a altos niveis de morbidade e custos financeiros significativos no
tratamento. A incidéncia destas lesdes ao longo da vida de pacientes com diabetes ¢ de 19 a
34%, como consequéncia disso, o risco de traumas e o desenvolvimento de feridas tende a ser
aumentado por conta da sensibilidade reduzida (Schaper et al., 2020).

As polineuropatias diabéticas reduzem a sensibilidade nervosa, afetando
principalmente os membros inferiores € aumentando o risco para a ocorréncia de traumas e
feridas. Complicagdes como infecgdes ¢ amputacdes podem ocorrer devido a menor
sensibilidade e fluxo sanguineo destes pacientes (Medeiros et al., 2024).

Ademais, as casuisticas elevadas e a falta de consenso no tratamento de dermatoses
que retardam e descompensam o processo fisioldgico cicatricial, tais como: reagdes graves a
drogas, sindrome de Stevens-Johnson, necrolise epidérmica toxica, também doengas bolhosas
como pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigodide bolhoso e pioderma gangrenoso, tornam o
manejo destas lesdes complexas na pele um desafio para as equipes médicas (Kus, Ruiz, 2020).

Assim, as elevadas estatisticas da incidéncia de feridas complexas no mundo,
justificam o desenvolvimento de novos farmacos, que auxiliem no controle de infecgdes,

principalmente por microrganismos multirresistentes, estimulem a produg@o de mediadores do
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processo regenerativo, reduzam a troca de curativos nestes pacientes e tenham custo acessivel,
visto que estas lesdes ocorrem com maior incidéncia em paises subdesenvolvidos (Tottoli et al.,
2020).

Apesar das diversas modalidades terapéuticas disponiveis, que visam melhorar a
cicatrizagdo de feridas complexas como os polimeros sintéticos e biossintéticos, estes em
muitos casos ndo apresentam eficécia, sdo de dificil aplicacdo em certas regides do corpo e
apresentam custo elevado. Portanto o desenvolvimento de novas abordagens para essas

patologias permanece um desafio clinico (Karimi et al., 2017).

3.3 CURATIVOS DISPONIVEIS PARA TRATAMENTO DE FERIDAS

O tratamento conservador de feridas se restringe principalmente ao reparo da lesdo e
ndo a restitui¢do total da integridade do tecido, denominada "restitutio ad integrum". Portanto,
ha uma busca continua por terapias de feridas mais eficazes para reduzir a sobrecarga dos
cuidados de saude, proporcionar aos pacientes alivio da dor e cicatrizacdo estética, sem
formacao de fibrose abundante (Borena ef al., 2015).

Os curativos sdo a primeira op¢do para o tratamento de feridas, estes podem ser
classificados em trés categorias: convencionais, biologicos e sintéticos. Curativos
convencionais, sao comumente utilizados para feridas menos complexas, tem funcao de
absorc¢do de liquidos exsudativos e protecao da ferida. Os biologicos sdo derivados de tecidos
naturais, como pele e combinacgdes de elastina, lipidios e colageno de fontes animais. Os
sintéticos sdo compostos por materiais como poliuretano, hidrogéis ou polimeros, foram
desenvolvidos para reduzir o custo dos curativos e aumentar a sua eficacia e tempo de

armazenamento (Kalantari et al., 2020).

3.3.1 Curativos convencionais

A conduta terapéutica padrdo para lesdes cronicas mais superficiais, como
queimaduras leves e ulceras ndo infectadas, dispensa a abordagem cirtrgica, sendo realizada
somente a cobertura da lesdo com curativos convencionais, desinfec¢do com antissépticos e
aplicacdo de pomadas com agao antimicrobiana (Moraes et al., 2024).

O curativo convencional, deve possuir alta capacidade de absor¢do, evitando o
acumulo de liquido e fazendo com que o fluido absorvido se distribua regularmente. A gaze

(Nexcare 3M®, Hérika®) atende a esses requisitos, possui custo baixo, sendo o curativo mais
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utilizado nas unidades de satide atualmente. A gaze ¢ composta por tecido de algodio e pode
ser submetida a esterilizagao (Noor et al., 2022).

Também, a bandagem de gamgee (vet gamgee tissue®) é um curativo convencional,
usado principalmente em medicina veterinaria para tratamento e suporte de feridas. Consiste
em uma camada de algoddo altamente absorvente, envolta em uma capa de baixa aderéncia.
Este design garante que o curativo ndo grude na ferida, facilitando a remogao sem causar mais
ferimentos ou desconforto ao paciente (Napavichayanun et al., 2016).

Também, uma opgdo vidvel para curativos ¢ a gaze de tule (Lomatuell® Pro) ¢ uma
malha larga, saturada com parafina, que proporciona uma condi¢do ndo aderente ao leito da
ferida devido a sua oleosidade. Diversas tentativas foram realizadas para selecionar materiais
oleosos no desenvolvimento de redes semelhantes a telas, com baixa adesdo. No entanto, o
fluido ndo ¢ bem absorvido nesses curativos, tornando sua drenagem deficiente (Angspatt et
al.,2011).

Os curativos convencionais sdo importantes no tratamento de alguns tipos de feridas,
entretanto, infecgdes devido a contaminagao por exsudato, através da rede de gaze e outros
curativos, sao uma intercorréncia comum na utilizacdo desses curativos. Assim, a utilizag¢ao de
antissépticos e cremes antimicrobianos em combina¢do com estes curativos, ajuda a superar
esse problema (Brum et al., 2023).

Nos casos de lesdes mais profundas, como queimaduras de grau mais intenso, tlceras
profundas infectadas e presenca de tecido necrosado, a conduta terapéutica utilizando curativos
convencionais, indica a realizacao de debridamento cirtrgico do tecido necrosado, com banho
de Clorexidina a 2%. Ap0ds esta etapa terapéutica ¢ aplicado um curativo de gaze com aplicagdo
de sulfadiazina de prata 1%, até que o leito da ferida esteja preparado para a enxertia e reparo
completo (Milagres et al., 2022).

A clorexidina (Betasept®, Hibiclens®, Riohexe®) é um antisséptico e antimicrobiano
biguanida catidnico, com amplo espectro de atividade contra bactérias e fungos, amplamente
utilizada em situagdes clinicas e domésticas, com papel benéfico no tratamento de queimaduras
e feridas infectadas (Sivathasan, Ramamurthy, 2010).

Dentre os mecanismos de agdo propostos em literatura para a clorexedina, sdo citados
como alvo de sua acdo, efeito inibidor direto da ATPase ligada a membrana celular dos
microrganismos, inviabilizando a produgdo de energia, causando sua morte (Abel-Sayed et al.,
2019).

Embora seja um antisséptico potente, a clorexidina tem efeitos colaterais. Diversos

estudos in vitro relataram citotoxicidade da clorexedina em células cultivadas, enquanto dados
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in vivo e clinicos parecem apresentar resultados mais controversos, como queimaduras quimicas
em pacientes submetidos ao tratamento, principalmente neonatos (Kutsch, Ottinger, 2014).

A sulfadiazina de prata (Dermazine®, Dermacerium®) é amplamente utilizada no
tratamento de queimaduras, sendo classificada como um farmaco antimicrobiano e bactericida
de amplo espectro. O mecanismo de acdo da sulfadiazina de prata, apresenta acdo de dupla
funcao farmacodinamica. A fragdo sulfadiazina interfere no metabolismo bacteriano, enquanto
os ions de prata entram em contato com o DNA microbiano e contribuem amplamente para a
acao bactericida. Portanto, o complexo sulfadiazina / prata exerce acao antibacteriana ligandose
aos pares de bases na hélice do DNA, interrompendo, assim, o mecanismo de transcricao
bacteriano (Barkat et al., 2023).

Apesar da indiscutivel relevancia da sulfadiazina de prata como terapéutica
antimicrobiana topica, sua utilizacdo apresenta desvantagens, como a necessidade de troca
diaria dos curativos, o que torna o processo doloroso e estressante para os pacientes, além do
desenvolvimento de hipersensibilidade a sulfa (Sartori ef al., 2018).

Também, uma alternativa utilizada para a redug@o no indice de infec¢des em pacientes
com lesdes complexas, ¢ o processo de incorporacdo de agentes antimicrobianos nesses
curativos, que j& ocorre ha mais de cem anos. Agentes como acido mercurico e acido carbolico
tém sido utilizados por alguns médicos em curativos absorventes, além de cremes de polimixina
e penicilina (Kalantari ef al., 2020).

Como tratamento de feridas, também ¢ muito utilizado curativo com pomada
enzimatica de colagenase (Iruxol® Kollagenase®, Santyl® composta por colagenase
clostridiopeptidase A e enzimas proteoliticas, que agem degradando o colageno nativo da ferida,
auxiliando na remogao do tecido morto da 4rea lesionada. E indicado para feridas com tecido
desvitalizado e necrosado, como queimaduras e lesdes infectadas com tecido desvitalizado
(Pham et al., 2019).

Ainda, tem sido proposto a utilizagao de curativo com acidos graxos essenciais (AGE),
que tem em sua formulacao 6leo vegetal, composto por 4cido linoleico, acido caprilico, acido
caprico, vitamina A, E e lecitina de soja (Eskandarinia et al., 2020).

O mecanismo de acdo proposto pelo uso topico de acidos graxos é a promogao da
quimiotaxia e angiogénese através do estimulo da expressdo de fatores de crescimento como
VEGF e FGF. Assim, mantém o meio umido e acelera o processo de granulacdo tecidual. A
aplicacdo em pele integra tem grande absor¢ao, forma uma pelicula protetora na pele, previne
escoriacdes devido a alta capacidade de hidratacdo, proporcionando nutricdo celular local

(Skorkowska et al., 2021).
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O curativo com AGE (Agederm®; Ativoderme®; Dersani®) é indicado na prevengio de
ulceras de pressdo, feridas abertas superficiais com ou sem infec¢do, ndo havendo
contraindicacao relatada. O produto ¢ aplicado no leito da ferida ou embebido em gazes estéreis,
com contato o suficiente para manter o leito da ferida umido até a proxima troca, como
desvantagem estd a periodicidade da troca que deve ser a cada 24 horas (Xu et al., 2024).

O objetivo dos curativos convencionais ¢ fornecer um leito de tecido de granulagao
saudavel, para que o processo cicatricial transcorra de forma adequada, com a neoformacgao de
tecidos, vasos sanguineos e organizacao da matriz extracelular (Heyer et al., 2013).

O fornecimento de um ambiente adequado para a cicatrizagdo ¢ alcangado em parte,
com a utilizacdo de curativos convencionais. Além disso, para controlar as infec¢des, existe a
necessidade da utilizagdo de agentes antissépticos e antibacterianos. No entanto, tais agentes
podem causar trauma e aderéncia tecidual, resisténcia microbiana, além do inconveniente da
troca frequente de curativos (Mahyudin et al., 2020).

Portanto, os curativos tradicionais convencionais apresentam restrigoes e limitagdes.
A pesquisa sobre o desenvolvimento e a producao de curativos mais eficazes para o tratamento
de feridas levou ao desenvolvimento de curativos bioldgicos e sintéticos, para suprir as

limitagdes e desvantagens dos tratamentos disponiveis (Schmitz et al., 2014).

3.3.2 Curativos bioldgicos

Curativos bioldgicos (C.B) sdo derivados de tecidos naturais, geralmente compostos
por pele animal, podendo se apresentar de diferentes combinagdes e formulagdes de colageno,
quitosana, elastina e lipidios em sua formulagao (Vyas et al., 2014).

Sendo produzidos por engenharia tecidual, os C.B sdo promissores no tratamento de
queimaduras, ulceras cronicas, feridas cirirgicas, além de uma variedade de condigdes
dermatologicas com bolhas e descamagdes como pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo e penfigoide
bolhoso (Sun et al., 2019).

Assim, tém sido atribuidos muitos efeitos benéficos aos C.B em relagdo aos curativos
convencionais e sintéticos, como reducdo da populagdo bacteriana na superficie da ferida,
reducdo da dessecagdo, diminuicdo da perda de 4gua e calor por evaporacdo, prevencao de
contamina¢do adicional da ferida, criacdo de leito adequado para o tecido de granulacdo e
aceleragdo da cicatrizagdo (Gierek et al., 2013).

Os C.B sao divididos em 3 principais categorias: aloenxertos, xenoenxertos e

derivados de tecidos. O aloenxerto utiliza tecido de um individuo em outro da mesma espécie.
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Os xenoenxertos utilizam tecidos removidos de uma espécie e enxertadas em uma espécie
diferente. Os derivados de tecido, utilizam fragdes de tecidos de organismos vivos, como

proteinas e aminoacidos (Gordon ef al., 2019).

3.3.3 Aloenxertos

O enxerto autdogeno ou isoenxerto, onde a pele € transferida cirurgicamente de um local
do corpo para outro, no mesmo individuo, ¢ o método de enxerto mais comum utilizado em
queimaduras e feridas complexas. No entanto, em caso de lesdes com perda de grande extensao
de tecido, outra fonte de tecido pode ser necessaria (Nyame et al., 2014).

Assim, uma alternativa vidvel ¢ a pele utilizada como enxerto alogénico, que pode ser
fornecida de forma voluntéria, por um membro da familia, ou colhida de pessoas em o6bito,
previamente registrados como doadores. Enxertos alogénicos frescos, liofilizados ou
congelados sdao mais eficazes, sendo indicados para queimaduras extensas ¢ de espessura total,
lesdes térmicas e perdas de grandes areas de tecidos (Foley et al., 2013).

O enxerto alogénico pode ser usado como tecido teste, para determinar a viabilidade
do paciente receber enxerto autégeno, minimizando as chances de rejeicao deste, por causas
distintas como neovascularizagdo insuficiente e infecgdes. Quando a pele do aloenxerto
apresenta aderéncia normal, sinais de vascularizacao e auséncia de infec¢ao dentro de 72 horas
apos o enxerto, o paciente pode ser submetido ao procedimento definitivo (Haddad ez al.,2017).

Pesquisadores tem avaliado a viabilidade de membranas amnidticas fetais como
aloenxerto, como vantagem pode-se apontar a pronta disponibilidade e baixo custo do material,
podendo ser adquirido de maternidades e hospitais que realizam procedimentos obstétricos. No
entanto, esse método apresenta a desvantagem de ndo ser eficaz na prevencdo da perda de
liquido por evaporacao, resultando em desidratagdo da ferida (Li et al., 2023).

Apesar do baixo custo e viabilidade, as desvantagens dos aloenxertos incluem a
possibilidade de transmissdo de doengas virais e bacterianas, rejei¢do e infecgao do enxerto,
além da necessidade de um leito receptor bem vascularizado para garantir a integra¢ao. Outros
problemas podem incluir dor persistente, descoloragdo da pele, contratura e formacdo de

cicatrizes (Wang et al., 2020).
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3.3.4 Xenoenxertos

O xenoenxerto ¢ um procedimento cirurgico, que envolve o transplante de tecidos de
uma espécie para outra, sendo frequentemente utilizado em contextos de medicina regenerativa
e transplantes (Raimer et al., 2011).

Enxertos utilizando diversos tipos de tecidos de animais t€ém sido estudados como
alternativa aos aloenxertos. Estas pesquisas demonstram que o uso de enxertos de tecidos de
animais como peixes, porcos, ras entre outros, tem demonstrado resultados promissores, agindo
na cobertura da ferida, além de apresentarem compostos bioativos, com propriedades
cicatrizantes, anti-inflamatdrias e antioxidantes (Lunina et al., 2024).

Estudos recentes apontam a utilizacdo da pele da Tildpia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) como biomaterial promissor na medicina regenerativa, tendo demonstrado boa
aderéncia ao leito das feridas em modelo animal, além de resultados positivos em testes
comparativos com a pele humana. Ademais analises histologicas, imuno-histoquimicas e
antimicrobianas, demonstram vantagens do uso deste biomaterial em relagdao aos comparadores
(Moraes et al., 2024).

A pele da tilapia apresenta em sua composi¢do, fibras de coldgeno com estrutura
semelhante a pele humana, conferindo boa resisténcia a tragdo ¢ a compressao. Estudos
apontam este material como uma alternativa viavel para ser utilizada como curativo bioldgico
em queimaduras (Lima Junior et al., 2020).

O colageno presente na pele da tilapia ¢ composto por PPTN, que sdo formados por
combinagdes de aminoacidos, com fungdes bioldgicas distintas. Estudos demonstraram que o
uso destes enxertos, pode acelerar o processo cicatricial, através do recrutamento de mediadores
e controle de infec¢des secundarias (Chen et al., 2019).

A pele da tilapia ¢ um produto de baixo custo, sendo geralmente descartada na cadeia
de producdo desta espécie. Ademais, o Brasil ¢ o quarto produtor mundial de tilapia com
486.155 toneladas por ano. Dentre as principais vantagens do seu uso estdo, além do preco
baixo o risco minimo de transmissdo de doencas e elevada biocompatibilidade (Lopes et al.,
2021).

A pele de porco também pode ser utilizada, sendo uma alternativa vidvel para a
realizagdo de xenoenxertos. Estudos demonstram que seu uso proporciona um curativo
adequado, mantendo o leito da ferida hidratado e protegido dos agentes do meio externo. Como
vantagens estao o facil armazenamento, disponibilidade e baixo custo, em contraste com a pele

de aloenxertos (Yamamoto et al., 2018).
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A pele de porco é semelhante a pele humana em termos de aderéncia, textura e
composi¢ao de colageno. A presenca de microrganismos ¢ agentes externos na ferida do
receptor, pode desencadear mecanismos de defesa imunoldgica nativa do enxerto, auxiliando
no controle da inflamacao e em feridas contaminadas (Haller ez al., 2021).

A presenca dos mecanismos de defesa naturais do doador nos tecidos do enxerto, faz
com que haja a necessidade do uso de medicamentos para supressao imunoldégica no receptor.
Entretanto, o uso destes fArmacos, anula esta resposta natural contra agentes agressores, com a
perda do beneficio de controle da inflamagao (Young et al., 2016).

Também, a pele de ra (Rana catesbiana) tem sido utilizada com sucesso no tratamento
de queimaduras de espessura total e parcial em pacientes humanos. Os resultados apontam que
este biomaterial pode ser muito util, apresenta baixo custo, com a vantagem adicional de conter
em sua composi¢ao peptideos bioativos. A magainina, ¢ um dipeptideo presente na pele de ra,
com propriedades antimicrobianas e cicatrizantes (Pereira ef al., 2016).

Ademais, a pele de ra liofilizada foi avaliada em um estudo, tendo sido formulada em
uma pomada e testada em feridas de espessura total de camundongos, demonstrando efeitos
positivos na reducdo da inflamagdo e carga microbiana, aumento da proliferacdo de
fibroblastos, producao de colageno, neovascularizacdo e incremento da retracdo cicatricial
(Bazaz et al., 2013).

Ainda, o peptideo OA-RDI17 isolado da pele de anfibio, demonstrou efeitos
terapéuticos promissores na cicatrizagdo de ulceras em pacientes diabéticos, através da
modulagdo de mecanismos celulares e moleculares, como proliferagdo, migragao e
recrutamento de macrofagos (MAPK, NF-kB) e proliferacdo e migracdo de queratinocitos
TLR4/MAPK/miR632/Wnt/B-catenina (Li ef al., 2013).

Apesar da pele de ra ser um substituto de pele natural, testado e utilizado em diversos
estudos pré-clinicos e clinicos, como principal desvantagens estdo a menor permeabilidade a
agua e rejeicao do enxerto por parte do receptor, constituindo assim fatores que restringem a
eficacia e podem limitar sua aplicagdo (Esmaeili et al., 2024).

Portanto tecidos bioldgicos de origem animal, como peles de porco, tilapia e ra, além
de outros tecidos como pericardio bovino e equino, camada submucosa do intestino delgado de
porco, t€m sido empregados como xenoenxertos, tendo apresentado resultados significativos.
Apresentam vantagens e desvantagens em relagdo aos tratamentos convencionais, sendo que

mais estudos precisam ser desenvolvidos para avaliar a eficacia destes (Campebel et al., 2015).
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3.4 CURATIVOS DERIVADOS DE TECIDOS

Dentre os biomateriais poliméricos naturais, os mais difundidos e estudados e
utilizados na formulagdo de curativos com derivados de tecidos estdo o colageno e a quitosana.
O colageno ¢ uma proteina fibrosa abundante nos tecidos dos animais, essencial para a estrutura,
elasticidade e firmeza da pele, ossos, tenddes e tecidos conectivos. A QT € um polissacarideo
derivado da quitina, um composto encontrado em exoesqueletos de crusticeos e outros

organismos (Fu et al., 2013).

3.4.1 Colageno

O colageno possui alta biocompatibilidade, degradabilidade e disponibilidade, o que o
torna um material atraente para diversas aplicacdes biomédicas. Os varios tipos de colageno
existentes em diversas espécies animais, com diferentes estruturas e propriedades, permitem
seu uso em aplicagcdes médicas, tanto na forma integral, quanto utilizando derivados de sua
estrutura, como aminoacidos e peptideos (Sorushanova et al., 2019).

O colageno ¢ uma proteina constituida por trés polipeptidios helicoidais associados em
uma tripla hélice, formando fibras que ficam embebidas em uma rede de proteoglicanos, sendo
a proteina mais abundante no reino animal, consistindo em cerca de 30% do total de proteina
dos tecidos dos animais (Felician et al., 2018).

Ademais, existem centenas de derivados do colageno, de diversas espécies animais
sendo estudados nas ultimas décadas, com iniimeras atividades biologicas, incluindo peptideos
bioativos com diversas funcdes no organismo. Esses peptideos, obtidos por hidrdlise do
colageno, podem atuar como estimuladores do processo cicatricial, através da ativacao de vias
celulares e moleculares (Pallaske et al., 2018).

Féarmacos topicos a base de colageno, promovem um ambiente favoravel a regeneragao
tecidual, desempenhando papel crucial em todas as fases do processo de cicatrizagdo. O
tratamento com derivados de fontes de colageno de bovinos, suinos e peixes, mantem um leito
adequado para a ferida, além de estimular o recrutamento de mediadores do processo cicatricial,
promovendo sua aceleracdo (Zulkiflee et al., 2023).

Estudos demonstraram que o coldgeno extraido de fontes naturais, produz efeitos
benéficos sobre o processo inflamatodrio, através da reducao da secregdo do fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) e regulacdo da atividade de macréfagos (Zimba et al., 2024).
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Wang et al. (2015), utilizaram a pele de tilapia, tendo extraido e identificado 16
peptideos, com atividades biologicas distintas, como estimulo na formacao de capilares,
recrutamento de fibroblastos e aumento na deposi¢ao de fibras de colageno, além de aumento
na expressao de mediadores como a molécula de adesdo plaquetaria, fator de crescimento de
fibroblastos e fator de crescimento TGF-f -1.

Em outro estudo, utilizando pele de tilapia, foram extraidos por hidrolise enzimatica,
isolados e identificados através de analise por espectrometria de massas, 20 di e tri peptideos,
que foram submetidos a ensaios in vivo e in vitro, demonstrando atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante (Tozetto ef al., 2023).

Dentre as vantagens do uso do coldgeno e seus derivados no tratamento de feridas,
podemos citar a diversidade em sua formulagao, que € possivel ser realizada em diversas formas
farmacéuticas, o que pode otimizar esse processo. Estas formas incluem filmes, esponjas,
hidrogéis, nanofibras e po, cada um com caracteristicas especificas que se adequam aos

diferentes tipos e estagios de feridas (Mathew-Steiner et al., 2021).

3.5 CURATIVOS SINTETICOS

Diferentes materiais sintéticos foram desenvolvidos para curativos de feridas, visando
reducdo do custo, eficacia e facilidade de armazenamento. Protdtipos e curativos disponiveis
comercialmente tem sido produzido em ampla escala nas ultimas décadas, visto a demanda e
interesse crescente neste tipo de material. Os curativos sintéticos comerciais sdo divididos nas

seguintes classes: espumas, filmes, compdsitos e hidrogéis (Aderibigibe et al., 2022).

3.5.1 Espumas

As espumas poliméricas sao usadas para tratar feridas cronicas, queimaduras e feridas
cirargicas. Esta forma de curativo sintético ¢ geralmente utilizada como sistema de liberagao,
para administrar medicamentos ou outras moléculas ativas (Franco et al., 2019).

Espumas de polimeros podem ser utilizadas para administrar antibidticos e prevenir
infeccoes, através da adicao de quantidades definidas do farmaco ativo, nos poros desta matriz.
Além disso, outros tipos de moléculas ativas, adjuvantes da cicatrizagdo podem ser
incorporados as espumas, a fim de aumentar a atividade enzimatica e acelerar o processo

(Trucillo, 2021).
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Atualmente, espumas de poliuretano (PU) sdo as mais utilizadas, sendo este um
copolimero de grupos de uretanos formados por uma reag¢ao de polimerizagao entre grupos diol
e diisocianato. O PU ¢ um polimero sintético que tem sido comumente utilizado na medicina
regenerativa nos ultimos anos devido a sua biocompatibilidade (Mogosanu et al., 2014).

Espumas a base de PU, tem a vantagem da versatilidade quimica deste material, suas
propriedades hidrofilicas, tornam esses produtos capazes de reter grandes volumes de exsudatos
e apresentar propriedades absorventes, mantendo o leito da ferida com uma quantidade
adequada de umidade para o processo cicatricial (Varaprasad et al., 2020).

Ademais, foram relatados efeitos analgésicos, utilizando escalas de dor padronizadas,
em pacientes com Ulceras diabéticas. A analgesia ¢ crucial, visto que a dor potencializa a
resposta do sistema nervoso simpatico, com a liberagdo de catecolaminas, causando constri¢ao
arteriolar periférica, com reducao do fluxo de oxigénio para o local da ferida, retardando a
cicatrizagdo e aumentando a suscetibilidade a infecgdes (Jorgensen et al. 2005).

Assim, espumas poliméricas representam um avango tecnologico no tratamento de
feridas, dada a sua grande versatilidade e aplicabilidade. Ademais, ¢ possivel ajustar através de
processos quimicos e fisicos sua estrutura, em termos de densidade, morfologia dos poros,

formulacao, composicao e forma (Zhong et al., 2020).

3.5.2 Filmes

Outra categoria de curativo sintético, sdo os filmes poliméricos, que proporcionam alta
taxa de absorcao de exsudatos, fornecendo um ambiente imido para feridas. O poliuretano (PU)
¢ usado em muitos curativos semipermeaveis, devido a sua capacidade de fornecer uma barreira
adequada com permeabilidade ao oxigénio (Shi et al., 2021).

Os curativos de PU formam uma barreira impermeavel a dgua, protegendo a ferida de
contaminantes como bactérias e sujidades, que podem levar a infecgdes. Isso torna os curativos
de PU ideais para feridas que precisam de protegao contra umidade externa e contaminantes
ambientais (Junker et al., 2015).

Embora os curativos de PU sejam impermeaveis, eles sdo respiraveis, o que significa
que eles permitem que o oxigénio passe, enquanto impedem a entrada de umidade. Isso fornece
um ambiente equilibrado para a ferida cicatrizar sem ressecar ou ficar muito molhada. Um
ambiente Umido para cicatrizacdo de feridas comprovadamente acelera o processo de

cicatrizagdo e minimiza a formagao de cicatrizes (Park et al., 2016).
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Entretanto, a desvantagem do uso de filmes de PU inclui o aciimulo de liquido sob
esse filme semioclusivo, devido a sua caracteristica ndo absorvente, o que pode aumentar a
demanda por trocas mais frequentes deste (Zhang et al., 2016).

Em um estudo comparativo com o curativo Tegaderm®, considerado o curativo padrio,
feridas cobertas com filmes de PU formaram uma crosta mais fina, com menor infiltragao de
células inflamatdrias, formagdo precoce de tecido de granulag@o, neovascularizagdo e maior
deposicao de colageno (Khil et al., 2003).

Os curativos de poliuretano fornecem prote¢do, promovem cicatrizacdo umida de
feridas, e reduzem o risco de infec¢do, tornando-os ideais para muitos tipos de feridas, de
pequenos cortes a tlceras cronicas. Suas propriedades de adesao, flexibilidade e respirabilidade

os tornam uma boa escolha para o tratamento de feridas cronicas (Vowden, 2019).

3.5.3 Blendas poliméricas

As blendas poliméricas sdo sistemas constituidos pela mistura fisica de dois ou mais
polimeros, com o objetivo de combinar ou modificar suas propriedades fisico-quimicas,
mecanicas e funcionais, sem a necessidade de formagdo de ligacdes covalentes entre os
componentes. Diferentemente dos copolimeros, nos quais diferentes unidades monomeéricas
integram uma mesma estrutura macromolecular, as blendas sdo obtidas predominantemente por
processos de mistura fisica. Esses sistemas podem apresentar diferentes graus de miscibilidade
e compatibilidade, dependendo da natureza quimica dos constituintes e das interagdes
estabelecidas entre suas cadeias poliméricas (Seidi et al., 2021).

A miscibilidade de uma blenda depende de fatores como composi¢do quimica, massa
molar, propor¢do dos componentes e condigdes de processamento. As blendas podem ser
classificadas como misciveis, parcialmente misciveis ou imisciveis, apresentando diferentes
caracteristicas morfologicas e estruturais. Interagdes intermoleculares, incluindo ligagdes de
hidrogénio, forgas dipolo-dipolo e interagdes idnicas, podem contribuir para a compatibilidade
entre os polimeros. Essas caracteristicas influenciam propriedades como resisténcia mecanica,
flexibilidade, absorcao de dgua, permeabilidade e estabilidade do material, sendo relevantes
para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas (Nyamweya et al., 2021).

As blendas poliméricas apresentam aplicacdes comerciais consolidadas em diferentes
setores industriais, destacando-se materiais como Bayblend®, constituido por policarbonato e
acrilonitrila-butadieno-estireno (PC/ABS), utilizado em componentes automotivos e

eletronicos; NORYL®, baseado na associagdo de éter polifenilénico e poliestireno (PPE/PS),
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empregado em componentes elétricos e aplicagdes industriais; ¢ determinadas formulagdes
VALOX®, constituidas por misturas de poliésteres, como PBT/PET, destinadas a fabricacdo de
pecas técnicas. Esses exemplos demonstram a versatilidade das blendas na combinagao de
propriedades complementares, principio também explorado no desenvolvimento de sistemas
poliméricos para aplicagdes biomédicas (Kaur et al., 2023).

Entre os polimeros naturais utilizados no desenvolvimento de blendas, destaca-se a
quitosana, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de formagao de
filmes e presenca de grupos amino e hidroxila capazes de estabelecer interacdes
intermoleculares. Sua associagdo com polimeros sintéticos, como o polietilenoglicol (PEG),
permite modificar caracteristicas estruturais e funcionais da matriz, enquanto a incorporagdo de
plastificantes, como a glicerina, pode alterar a mobilidade das cadeias poliméricas e o
comportamento mecanico das membranas. Entretanto, os efeitos dessas modificagdes
dependem das concentracdes utilizadas e da compatibilidade entre os componentes (Zoghi et
al.,2021).

No desenvolvimento de biomembranas para o tratamento de feridas, a combinacao de
componentes poliméricos permite ajustar propriedades como grau de intumescimento,
permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e biodegradagdo, caracteristicas
importantes para a manuten¢ao de condi¢des favoraveis ao reparo tecidual. Zoghi et al. (2021)
desenvolveram filmes a base de quitosana, PEG e glicerina contendo minociclina,
demonstrando que as propor¢des dos componentes influenciaram as propriedades mecanicas, a
absorcdo de agua, a permeabilidade e a degradacdo das formulacdes. Esses resultados
evidenciam a importincia da composi¢do polimérica no desenvolvimento de sistemas

destinados a cobertura de feridas.

3.5.4 Hidrogéis

Os hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais, formadas por polimeros naturais
ou sintéticos, capazes de absorver e reter grandes quantidades de dgua sem perder sua
integridade estrutural. Devido a biocompatibilidade e a capacidade de manter um ambiente
umido, sdo amplamente investigados como curativos e sistemas de liberacdo de compostos
bioativos, favorecendo o processo de cicatrizagdo (Hoffman et al., 2012)

Diversas formulagdes de hidrogéis tem sido desenvolvidas nos ultimos anos para o

tratamento de feridas, compostos por polimeros poliamida e dgua, sdo capazes de absorver e



38

reter fluidos de forma rapida, podendo ser incorporados ativos a sua formulagdo, dessa forma
atuando como sistemas de liberagdo de farmacos (Liu et al., 2018).

O Vigilon® é uma lamina de hidrogel, composta por 6xido de polietileno reticulado
4% e 96% de agua. Formando uma rede suportada pelo polietileno de baixa densidade, confere
resisténcia ao curativo. Este gel tem capacidade de absorver seu peso em exsudato da ferida,
sendo permeével ao vapor d'agua e ao oxigénio. A ldmina de polietileno forma uma barreira
impermeavel a dgua e as bactérias. Uma vez posicionado, proporciona um ambiente imido na
superficie da ferida, propicio a cicatrizacao, com baixa aderéncia no tecido subjacente durante
sua remoc¢ao (Yang et al., 2024).

O hidrogel de polietilenoglicol (PEG) € outra opc¢ao disponivel para a realizagdao de
curativos. Este material mantém o ambiente iimido na ferida, promovendo o desbridamento
autolitico e auxiliando na cicatrizagdo. Suas principais indicagdes sao para tratamento de feridas
secas ou com pouca exsudagdo, como ulceras de pressdo, ulceras venosas, queimaduras de
primeiro e segundo graus, e feridas cirtirgicas (Mandy et al., 2003).

O Curatec® é um hidrogel constituido por PEG e alginato de calcio, que promove um
ambiente imido ideal para a cicatrizagdo através da hidratagdo da ferida, conduzindo ao
desbridamento autolitico e facilitando o desbridamento mecanico. E um curativo primario,
absorvente, ndo estéril (Liu ef al., 2021).

O hidrogel composto por PEG e alginato de calcio ¢ indicado para o tratamento de
feridas de média exsudacdo, com presenca de tecido necrotico. Este material estimula a
granulagdo e epitelizacdo através de troca idnica com o sddio do sangue e a secre¢do da ferida,
garantindo um alto poder de absor¢ao que facilita o desbridamento autolitico e hemostasia

Dentre as indicagdes do uso do hidrogel constituido por PEG estdo o tratamento de
feridas de diversas etiologias, infectadas ou ndo, como ulceras venosas, arteriais € por pressao,
queimaduras de segundo grau, abrasdes e laceragdes (Zhang et al., 2025).

Diversos materiais termossensiveis t€ém sido utilizados na fabricagdo de hidrogéis,
como os poloxameros, que sdo copolimeros constituidos por um bloco hidrofébico de 6xido de
polipropileno (PPO) entre duas cadeias hidrofilicas de ¢6xido de polietileno (PEO), sendo
materiais versateis utilizados no desenvolvimento de diferentes tipos dessas formulagdes
(Fakhari et al., 2017).

O poloxamero 407 (P407) tem sido amplamente estudado como um biomaterial para
a formulacdo de hidrogéis termossensiveis, gragas a sua capacidade de solubilizagdo, baixa
toxicidade, caracteristicas de liberacdo de farmacos e compatibilidade com inumeras

biomoléculas e excipientes (Giuliano et al., 2018).
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O P407 (Pluronic® F-127, Synperonic® PE/F127), é um surfactante anfifilico ndo
ionico da familia dos copolimeros, ¢ um excipiente aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA para aplicacdes farmacéuticas. Possui peso molecular de
aproximadamente 12,6 kDa e ¢ um dos mais utilizados polimeros devido & sua baixissima

toxicidade e propriedades imunogénicas (Chen et al., 2021).

3.6 OUTROS POLIMEROS UTILIZADOS COMO CURATIVOS

Diferentes polimeros naturais e sintéticos t€ém sido usados como curativos, com o
objetivo de auxiliar na reparacao de lesdes e prover um ambiente adequado para a cicatrizagao.
Durante o processo cicatricial, o curativo protege a lesdo, contribui para a recuperagao do tecido
e controle da inflamacao, para que o processo transcorra de maneira harmoénica (Pauci ef al.,
2023).

Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e similaridade com
macromoléculas do corpo humano, polimeros naturais, como polissacarideos, proteoglicanos e
proteinas sdo amplamente utilizados no tratamento de feridas e queimaduras (Wu et al., 2018).

Eles podem mimetizar estruturas naturais do corpo, otimizar a resposta inflamatoria,
auxiliar na proliferacdo celular e remodelagao tecidual, além de criar um ambiente favoravel a
cicatrizagdo (Xu et al., 2024).

Também, os polimeros sintéticos sao amplamente utilizados na producao de curativos,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e compatibilidade, com a vantagem da
possibilidade de adicionar compostos bioativos a sua formulagdao, aumentando a eficacia do
processo através da mediagdo, controle ou estimulo de vias importantes do processo de
cicatrizagdo (Yu et al., 2013).

Os curativos para feridas foram significativamente modernizados nas tltimas décadas,
com o uso de polimeros sintéticos, que podem ser classificados como passivos ou interativos
Xuetal.,?2019).

Os curativos passivos, ou ndo oclusivos, sao constituidos por uma pelicula polimérica,
para revestir a ferida e auxiliar no restabelecimento da fun¢do normal desse tecido. Os curativos
interativos ou oclusivos, cobrem a ferida com a fungdo especifica de criar uma barreira contra
bactérias e virus, atuando como uma espécie de interface entre a ferida e o ambiente externo
(Gobi et al.,2021).

Os materiais poliméricos, que sdo clinicamente utilizados como curativos sintéticos

para o tratamento de feridas, podem servir como sistemas para a liberacdo de farmacos,
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incorporados a sua formulagao, promovendo alteragcdes em nivel celular e molecular, auxiliando
e estimulando os eventos que mediam o processo cicatricial (Dhivya et al., 2015).

Os polimeros sintéticos, a base de acido poliglicélico, acido polilatico, acido
poliacrilico, polivinilpirrolidona, 4lcool polivinilico e polietilenoglicol, exibem propriedades

de cicatrizacao de feridas in vivo e in vitro e aumentam a reepitelizagao (Kamoun et al., 2017).

3.6.1 Polimeros naturais

3.6.2 Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo natural catidnico obtido principalmente pela
desacetilacao da quitina (Fig. 1), encontrada no exoesqueleto de crustaceos e na parede celular
de fungos. Suas propriedades, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e possibilidade de
modificagdo quimica, favorecem sua utilizagdo na producdo de biomateriais (Aranaz et al.,

2021).

Figura 2 — Estrutura da quitina e da quitosana.
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Na cicatrizagdo de feridas, a quitosana apresenta propriedades hemostaticas,
antimicrobianas e bioadesivas, além de contribuir para a formagdo de um ambiente favoravel
ao reparo tecidual. Essas caracteristicas justificam seu amplo emprego no desenvolvimento de
curativos (Ji et al., 2024).

A quitosana pode ser utilizada na produ¢do de membranas, filmes, hidrogéis, esponjas
e fibras destinadas ao tratamento de feridas. As caracteristicas desses materiais dependem de
fatores como peso molecular, grau de desacetilagdo, concentragdo do polimero e composi¢do
da formulagao (Su et al., 2025).

Outra vantagem ¢ sua capacidade de associacdo com diferentes polimeros € compostos

bioativos, incluindo farmacos, proteinas e peptideos. Essa versatilidade permite desenvolver
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curativos com propriedades fisico-quimicas e bioldgicas ajustadas as necessidades do processo
de cicatrizacao (Shah et al., 2025).

Entretanto, limitacdes como baixa solubilidade em pH préximo ao fisiologico e
propriedades mecénicas varidveis podem exigir modificagdes ou associagdo com outros
componentes. Nesse contexto, a quitosana constitui uma matriz promissora para incorporagao
de peptideos bioativos e desenvolvimento de biomateriais destinados a regeneragdo tecidual

(Zhang et al., 2024).

3.6.3 Acido alginico e alginato de sédio

O 4cido alginico, também conhecido como alginato, ¢ um polissacarideo natural obtido
de algas marinhas, como as espécies Ascophyllum sp. e Phaeophyta sp. Sua coloracao varia do
branco ao marrom-amarelado. E comercializado nas formas granular, em p6 e filamentosa
(Vondermuhll et al., 2020).

O composto derivado do acido alginico mais amplamente usado € o alginato de sédio.
Em muitas aplicagdes, o alginato de sddio soluvel torna-se insoluvel por meio da adi¢ao de
cations divalentes, geralmente calcio, resultando em géis ou filmes (Aljabali et al., 2020).

O alginato pode absorver fluidos, aproximadamente vinte vezes mais do que a
quantidade de seu volume seco. Durante a absor¢do, o gel hidrofilico produzido proporciona
uma condi¢do de cicatrizagdo umida, pois os curativos de alginato sdo altamente porosos
(Sahebi et al., 2023).

Utilizando o alginato como base, foram produzidos outros materiais, que também sao
utilizados com aplicagdes médicas devido as suas propriedades de cicatrizagdo como o alginato
de prata, alginato de zinco e membranas compostas de alginato de s6dio-quitosana (Majeed et

al., 2024).

3.6.4 Amido

O amido ¢ um polissacarideo, formado por polimeros de glicose, cuja fungao ¢ fornecer
reserva energética para os vegetais, presente em grande quantidade na mandioca, milho, trigo,
batata e arroz. E o polimero mais comum, abundante e econdmico extraido de fontes vegetais.

Contém cerca de 30% de amilose, 70% de amilopectina e um glucano linear (Wang et

al.,2021).



42

Diversos polimeros a base de amido t€ém sido estudados para aplicagdes na cicatrizagao
de feridas, suas inimeras propriedades o torma um polimero promissor e amplamente utilizado,
possui diversas caracteristicas favoraveis como biocompatibilidade, disponibilidade e baixo
custo (Reddy et al., 2020).

No entanto, as principais desvantagens dos produtos a base de amido sdo a fragilidade
e processabilidade limitada. As propriedades funcionais do amido podem ser melhoradas pela
mistura de outras substincias polimericas como policaprolactona, alcool polivinilico e
quitosana (Rongthong et al., 2021).

Amidos modificados tém sido estudados e apresentaram resultados positivos, sendo
utilizados na preparagdo de curativos para feridas. Dentre estes destacam-se o hidroxietilamido,

amido oxidado e iodo cadexomero (Krakowski et al., 2019).

3.6.5 Dextrana

A dextrana ¢ um polissacarideo complexo e ramificado, composto por unidades de
glicose produzido por bactérias, principalmente do género Leuconostoc mesenteroides, a partir
da sacarose. E soluvel em 4gua e utilizada para diversas aplicagdes médicas, devido as suas
propriedades biocompativeis e biodegradaveis (Shahin et al., 2020).

Composta por mondmeros de d-glicose com ligagdes a-(1-6) a dextrana pode ser
produzida em massa por microrganismos que utilizam sacarose. Nesse processo, as bactérias
secretam dextrana suxrases, que se ligam por meio de diferentes tipos de ligagcdes e produzem
diversas estruturas ramificadas (Qiu et al., 2021).

A dextrana ja é utilizada ha muitos anos pela industria farmacéutica para administragao
de farmacos e como expansor de plasma sanguineo, sendo licenciada pela FDA (Food and Drug
Administration) dos EUA, para diferentes aplicacdes biomédicas, sendo considerada um
material seguro para uso médico e alimentar (Hu et al., 2022).

Estudos utilizando hidrogéis ou conjugados de dextrana, demonstram propriedades
favoraveis destes compostos, como vantagens do uso do gel a base de dextrana pode ser
destacado a auséncia de efeitos colaterais toxicos, constituindo uma boa base material para a
preparacdo de sistemas de liberagdo de fArmacos (Sun et al., 2011).

Ademais em ensaios padronizados g€is a base de dextrana, que melhoraram a
remodelacdo da matriz extracelular, com intensificagdo da reepitelizacao e rapida retracao de
feridas em pacientes com queimaduras graves, além de promover a neovascularizagdo ¢ a

regeneragdo epidérmica (Xiu et al., 2020).
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3.6.6 Acido hialurdnico

O 4cido hialurénico (AH) ¢ um polissacarideo que pertence a familia dos
glicosaminoglicanos e consiste em uma unidade bésica de dois agucares, o acido glucurdnico e
a N-acetil-glicosamina. O AH geralmente estd presente no liquido sinovial que envolve
articulagoes, cartilagens e tecidos dos olhos e da pele dos mamiferos (Neuman et al., 2015).

O peso molecular do AH varia de 5 a 3000 kDa, possui caracteristicas fisico-quimicas,
como biocompatibilidade e biodegradabilidade, comportamento nao inflamatorio, nao toxico e
ndo imunogénico, com diversas possiveis aplicagdes como biomaterial (Hossain et al., 2021).

Estudos demonstram que o 4cido hialurdnico apresenta efeitos biologicos benéficos
interagindo de forma positiva na expressdo e secrecdo de substancias, como fatores de
crescimento e proteinas, que facilitam e promovem o processo de cicatrizagao e reparo tecidual
de diferentes tipos de feridas (Jacobi et al., 2020).

O AH apresentou também propriedades antinflamatorias, sendo testado em pacientes
com queimaduras, demonstrou inibi¢do da expressao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
com modulag¢do local da inflamacao, controle da dor e rapida reepitelizagdo tecidual (Dhooghe
etal.,2013).

Membranas a base de hidrogel de AH demonstraram eficacia no tratamento de feridas
utilizando um modelo murino de espessura total, acelerando significativamente o fechamento
da ferida por meio da reepitelizacdo e contracdo da ferida, maior qualidade do tecido
regenerado, além de estimulo a neovascularizagdo e maior numero de queratindcitos na
epiderme (Murphy et al., 2017).

Também, estudos recentes demonstraram que a liberagdo controlada de varios
farmacos, pode ser realizada através da incorporagdo destes em matrizes a base de acido
hialurénico, sendo este biomaterial adequado para o desenvolvimento de produtos

farmacéuticos para tratamento de tecidos moles (Liu et al., 2022).

3.7 POLIMEROS SINTETICOS
3.7.1 Alcool polivinilico

O Alcool polivinilico (PVA) é um polimero com caracteristicas desejaveis na producio

de curativos e formulagdes farmacéuticas, destacando-se sua biocompatibilidade,
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biodegradabilidade, estabilidade, absor¢dao de umidade e intumescéncia, ideal para aplicagdes
de cicatrizacao de feridas (Saraiva et al., 2023).

O PVA foi preparado pela primeira vez pela hidrdlise de acetato de polivinila em etanol
com hidroxido de potassio em 1924. E produzido comercialmente a partir de acetato de
polivinila, geralmente por um processo continuo. Os grupos acetato sdo hidrolisados por troca
de éster com metanol na presenca de metilato de s6dio anidro ou hidroxido de s6dio aquoso
(Nagarkar, Jatin, 2019).

Hidrogéis a base de PVA tém potencial uso no tratamento de queimaduras, devido a
sua resisténcia mecanica e capacidade de retengdo de fluidos, mantendo o ferimento hidratado,
com umidade adequada para a cicatrizacdo, menos trocas de curativo e estabilidade estrutural
(Gao et al., 2019).

Os hidrogéis de PVA foram estudados e demonstraram diversas aplicagdes biomédicas,
incluindo a producdo de lentes de contato gelatinosas, implantes de cartilagem, sistemas de
liberacao de medicamentos, coberturas temporarias de pele, curativos para queimaduras, devido
as suas propriedades fisicas favoraveis, como elasticidade e grande poder de absor¢ao de

liquidos (Gherman et al., 2023).

3.7.2 Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) é um polimero biocompativel e biodegradavel, com
excelentes propriedades mecanicas, cuja eficacia em aplicagdes dermatologicas tem sido
amplamente demonstrada (Rodriguez et al., 2021).

A PCL ¢ um polimero sintético termoplastico a base de petroleo, derivado da
gcaprolactona, apresenta uma fase amorfa a temperatura ambiente € um ponto de fusdo
tipicamente entre 55 e 70 °C. A sintese de PCL envolve um mecanismo de abertura de anel
facilitado por um catalisador (Hernandez et al., 2023).

A PCL ¢ o polimero mais comumente utilizado em sistemas de administragdo de
farmacos por via subcutanea devido a sua ndo toxicidade, ndo imunogenicidade, liberacao
controlada, métodos de preparagdo simples e alta estabilidade fisica (Castro et al., 2024).

Dentre as propriedades que tornam o PCL um material favoravel, destacam-se a
elasticidade, tenacidade, podendo ser facilmente misturado com outros polimeros, como amido
e acido polilatico para melhorar a durabilidade e produzir materiais biodegradaveis (Leandro et

al., 2024).
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Membranas eletrofiadas de PCL com adi¢do de nanoparticulas de zinco foram
avaliadas e apresentaram caracteristicas fisicas e morfologicas adequadas, além de atividade
antimicrobiana contra a bactéria Staphylococcus aureus, demonstrando potencial para
utilizacdo como curativo de feridas infeccionadas, com absorcao de exsudatos e necessidade de
menos trocas de curativos (Silveira et al., 2024).

Nanofibras de PCL e QT foram testadas em ratos, demonstrando potencial aplicagdo
para tratamento de queimaduras, com maior producdo de fibroblastos, neovascularizagao e
reepitelizagdao do ferimento no grupo tratado com este material, ademais houve menor presenga

de reagdo inflamatdria e menor tempo de cicatrizacdo (Hashemi et al., 2021).

3.7.3 Poli (N-vinilpirrolidona)

A poli (N-vinilpirrolidona) (PVP) ¢ um polimero sintético soluvel em 4agua
biocompativel e biodegradavel, possui excelente transmissao de vapor d'agua, baixa toxicidade,
tem sido utilizada convencionalmente para substitutos de pele como membranas e hidrogéis
(Franco et al., 2020).

A PVP tem diversas aplicagdes biomédicas devido as suas propriedades, incluindo
solubilidade em 4gua, ndo toxicidade, inércia quimica, resisténcia a temperatura, estabilidade
de pH e natureza ndo i6nica (Kurakula et al., 2020).

Foram avaliadas, a atividade antimicrobiana de membranas a base de PVP com a
adicao de nanoparticulas de prata, contra bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis),
Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) e o fungo (C. albicans) usando o método de Kirby-
Bauer. As zonas de inibigdo observadas demonstraram reducdo do crescimento bacteriano e
fingico, com potencial aplicabilidade deste produto no tratamento de feridas infectadas (Padua
etal.,2024).

Neoheal® produzidos pelo fabricante Kikgel é um curativo de hidrogel primario
composto por PVP, indicado para ulceras de pressao, queimaduras leves e queimaduras solares.
Este ¢ um hidrogel reticulado com resisténcia mecanica adequada, sendo sua principal
caracteristica a capacidade de absorver agua para o ambiente da ferida. Também induz a
granulagdo e a epidermizagdo, promovendo a cicatrizagdo de feridas e aumentando o
desbridamento autolitico (Aswathy et al., 2020).

O Nu-Gel® é um hidrogel composto por PVP ¢ alginato, fornece um ambiente de
cicatrizagdo da ferida imido, promovendo o desbridamento autolitico natural, fornecendo assim

umidade ao leito da ferida, enquanto o componente de alginato poténcia a capacidade de
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absorcao de exsudatos. O gel pode ser utilizado para suavizar e hidratar escaras, Ulceras e

queimaduras facilitando a reidratagao da ferida (Braumann et al., 2011).

3.7.4 Poli (lactideo-co-glicolideo)

O poli (acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) ¢ um poliéster biodegradavel de
grande interesse na area biomédica. E possivel ajustar os pardmetros de degradagdo e as
propriedades mecanicas deste poliéster biodegradavel associando unidades lacticas e glicolicas
no mesmo copolimero (Machado et al., 2013).

As propriedades mecanicas dos copolimeros de PLGA podem ser melhoradas com o
aumento do teor de acido glicolico. Assim o equilibrio entre a cinética de degradacdo e as
propriedades mecanicas podem ser ajustadas e alcangadas para cada aplicacdo especifica.
Ademais os copolimeros de PLGA degradam-se muito mais rapidamente do que os
homopolimeros correspondentes (Baghirova et al., 2023).

Portanto dentre as vantagens do uso de PGLA destacam-se o controle e ajuste de suas
propriedades fisicas e quimicas, o que faz com que este seja amplamente utilizado na preparagao
de substitutos cutaneos (Soscia et al., 2010).

Um estudo utilizando PLGA combinado com curcuma (CC), avaliou o efeito deste
sobre a cicatrizacao topica de feridas. Demonstrando que o complexo PLGA-CC, foi capaz de
controlar e manter a liberagdo de CC, acelerando significativamente o fechamento da ferida por
meio de uma cicatrizagdo completa, que incluiu a regulagdo negativa das respostas
inflamatorias, a aceleracao da reepitelizagdo e a melhora da formagao de tecido de granulagao
(Chereddy et al, 2013).

Também, em um estudo utilizando a associagdo de PGLA com o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) em pacientes com ulceras diabéticas, houve o estimulo da
cicatrizagdo, formacao significativa de tecido de granulagdo com maior conteudo de colageno,
reepitelizagdo e angiogénese. A nivel celular ¢ molecular o PLGA-VEGF aumentou a
proliferagdo e a migracao de queratindcitos e a expressao do VEGF2 através do estimulo da
expressado de RNA mensageiro. Demonstrando os efeitos positivos deste composto na

cicatrizagdo ativa de feridas diabéticas (Chereddy et al., 2016).
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3.8 ANTIBIOTICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO TOPICO DE FERIDAS

Diversos agentes antimicrobianos tém sido aplicados topicamente para tratar feridas
infectadas, a terapia topica oferece muitas vantagens potenciais, mas também apresenta
desvantagens. As opinides divergem sobre quais sinais clinicos definem infec¢ao de ferida e
sobre a utilidade de estudos microbiologicos para selecionar o uso. Ha controvérsia sobre como
tratar feridas com cicatrizagdo complexas, estas podem se beneficiar de agentes antimicrobianos

topicos (Lipsky et al., 2009).

3.8.1 Mupirocina

A mupirocina Bactroban® (4cido pseudomoénico A) é um metabdlito secundario
produzido pela bactéria gram-negativa Pseudomonas fluorescens, ¢ usada como antibiotico
topico, atuando ligando-se a isoleucil-tRNA sintetase bacteriana, inibindo assim a sintese
proteica (Sritharadol et al., 2017).

E usada no tratamento de queimaduras, ulceras e infecgdes secundarias de pele
causadas por patdégenos como estreptococos e estafilococos, incluindo cepas resistentes a
meticilina. E frequentemente utilizado no tratamento de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), que causa em grande parte infec¢des cutaneas, sendo o patégeno mais comum
envolvido em infec¢des de feridas (Smith et al., 2020).

No entanto, ha evidéncias crescentes de estafilococos resistentes a mupirocina devido
em grande parte, ao seu uso descontrolado no tratamento de infec¢des. Isso levou ao
desenvolvimento de niveis baixos e altos de resisténcia em S. aureus, sendo o nivel baixo os
valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) variam entre 8 e 256 pg/ml, enquanto a

resisténcia de alto nivel € categorizada como valores de CIM >512 pg/ml (Twilley et al., 2022).

3.8.2 Neosporina

Neosporin® é uma pomada antibidtica de amplo espectro composta por trés
antibioticos diferentes: bacitracina zinco (400 Ul), sulfato de neomicina (3,5 mg) e sulfato de
polimixina B (5.000 UI) em uma base de vaselina, sendo amplamente utilizada para o
tratamento de feridas cutaneas, queimaduras, ulceracdes e escoriacdes de pele (Diehr et al.,

2007).
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Em estudo utilizando Neosporin® houve fechamento significativo de feridas induzidas
em ratos albinos tratados com a pomada, com maior capacidade de contragdo € menor tempo
de epitelizacdo em comparagdo ao grupo controle (Ngonda et al., 2014).

Um multicéntrico duplo-cego comparou a eficdcia e a seguranca da pomada
Neosporin® contra a pomada cicatrizante Aquaphor® no tratamento de feridas infectadas de
pele, demonstrando menores taxas de eritema e edema, maior confluéncia epitelial, com menos
formagio de crostas em favor do grupo tratado com a Neosporin® (Draelos et al., 2011).

Entretanto como a Neosporin® ¢ um dos antibidticos mais amplamente utilizados a
décadas, hd uma crescente preocupacao com o desenvolvimento de resisténcia microbiana a
esse medicamento, como ocorreu com varios outros antibioticos utilizados em larga escala

(Pereira et al., 2020).

3.8.3 Bacitracina

Bacitracina ¢ um farmaco polipeptidico com ag¢do antibidtica, formado pela
combinagdo de polipeptideos ciclicos produzidos por organismos do grupo de Bacillus
licheniformis, seu mecanismo de a¢do consiste no bloqueio da regeneracdo fosfolipidio
bacteriano, através da inibi¢do da enzima D-fosforilase, impedindo a formacao da parede
bacteriana, portanto com agao bactericida (Beckman et al., 2015).

A bacitracina (Nebacetin®, Cicatrene® e Epicitrin®) é utilizada apenas de forma topica
por possuir baixa biodisponibilidade oral, j4 que possui estrutura peptidica facilmente
degradado no trato gastrointestinal, provou ser uma boa alternativa a sulfadiazina de prata
(Silvadene®) no tratamento de pacientes com queimaduras e alergia a sulfas (Hong et al.,
2017).

Estudos apontam que a adi¢do de bacitracina de zinco 5% a 8% a formulagdo,
juntamente a um carreador hidrofilico ou hidrofébico, promoveu a cicatrizagao regenerativa do
ferimento, quando aplicado topicamente em queimaduras, através do controle da atividade
antimicrobiana do ferimento, com evolu¢do de forma mais rapida da cicatrizacdo (Thema et al.,
2019).

A bacitracina ¢ conhecida por sua atividade contra bactérias Gram-positivas, sendo
amplamente utilizada na medicina humana e veterinaria, o Crema 6A® é uma pomada
veterinaria, indicada no tratamento topico de dermatites e eczemas de origem conhecida ou
idiopatica. Sua formulacao apresenta a combinagdo de bacitracina e neomicina (Strey et al.,

2025).
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3.8.4 Nistatina

A nistatina ¢ produzida por um processo de fermentagdo utilizando o fungo
Streptomyces noursei. Este microrganismo € cultivado em condigdes especificas, e a nistatina ¢
posteriormente extraida e purificada (Greenhalgh et al., 2009).

Assim, a nistatina ¢ um medicamento antifingico, disponivel em diversas formas
farmacéuticas e nomes comerciais, quando combinada com 6xido de zinco, ¢ usada em casos
de queimaduras (Dermodex®), agindo como antifiingico, enquanto o 6xido de zinco auxilia na
cicatrizagdo e proteg¢ao da pele, formando uma barreira contra a umidade e irritantes (Abasi et
al.,2021).

O mecanismo de a¢do da nistatina se dé através de ligacao aos esteroides existentes na
membrana celular dos fungos susceptiveis, com resultante alteracdo na permeabilidade da
membrana celular e consequente extravasamento do contetido citoplasmatico (Macesic et al.,
2017).

Estudos em animais sugerem que a nistatina ¢ o agente mais eficaz no tratamento de
feridas de queimadura contaminadas por Candida albicans, sendo primeira escolha de
tratamento da infec¢do fingica neste tipo de lesdo, pode ser associada a agentes antibioticos,
apresentando também efeito antibacteriano e a vantagem particular de limitar a frequéncia de
substitui¢do do curativo (Acar et al., 2011).

A nistatina usada em combinagdo com agentes antibacterianos topicos, possui
propriedades contra um amplo espectro de bactérias e fungos patogénicos, que causam infec¢ao
e colonizagdo de feridas por queimaduras, levando a complicagdes como infecgdes secundarias

e sepse (Choi et al., 2019).

3.8.5 Nitrofurazona

A nitrofurazona (Furacin®) é um agente antimicrobiano topico, eficaz contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, pertence a familia dos furanos, cujo mecanismo de agao ¢ a
inativacao de proteinas ribossomais de microrganismos bacterianos, com consequente inibicao
da sintese de proteinas, DNA, RNA e da parede celular, bloqueando o metabolismo aerdbico
das células bacterianas (Garrido-Castells ef al., 2019).

Pode ser utilizada como adjuvante no processo de cicatriza¢do de feridas cutaneas e

tratamento queimaduras, além da atividade antimicrobiana, interfere positivamente na
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formacgao do tecido de granulagdo, deposi¢ao de colageno e reepitelizagdo de feridas (Karapolat
etal.,2020).

Estudos demonstraram aumento expressivo na quantidade de deposi¢ao de colageno
tipos I e III em feridas do grupo nitrofurazona, atingindo niveis proximos aos da pele sadia em
14 dias de tratamento, em relagao aos comparadores, demonstrando ser indutor do recrutamento
de fibroblastos e formacao de fibras coldgenas e acelera¢do do processo cicatricial (Martini, et
al.,2016).

Membranas eletrofiadas carregadas com nitrofurazona foram desenvolvidas para
aplicagdo em queimaduras, e sua capacidade antibiotica foi testada contra cepas bacterianas,
demonstrando diferenga significativa na inibicdo do crescimento bacteriano e parametros de
epitelizagdo e escores inflamatorios, promovendo a epitelizagdo e fechamento de feridas de
forma eficaz (Varaei et al., 2020).

Entretanto, hé relatos de pacientes que receberam a aplicacdo tdpica com
nitrofurazona, que o tratamento também pode causar alguns efeitos colaterais que foram

descritos, incluindo sensibilidade, edema e dor no local da aplicagao (Souza et al., 2021).

3.9 ESTUDOS UTILIZANDO OS PEPTIDEOS DA PELE DA TILAPIA DO NILO (PPTN)

A relativa ineficacia dos produtos topicos disponiveis para o tratamento de feridas
complexas, bem como, os altos custos dos curativos feitos de materiais sintéticos ou
biossintéticos, tém levado ao aumento na pesquisa de substitutos biologicos, derivados de
matrizes naturais, que proporcionem menor custo ¢ melhora do processo cicatricial, como
alternativa para o tratamento destas lesdes (Bolgiani et al., 2020).

Nesse contexto, os peptideos extraidos da pele de Tilapia do Nilo (PPTN)
demonstraram em diversos estudos aceleracdo do processo de cicatrizagdo, controle de
infeccoes secundarias e melhora da qualidade do tecido neoformado, fornecendo condigdes
adequadas para a formagao de uma matriz epidérmica de boa qualidade (Liu et al., 2017).

A pele de tilapia ¢ um subproduto da cadeia produtiva dessa espécie aquatica, que tem
se mostrado cada vez mais promissora na industria farmacé€utica. As principais vantagens do
seu uso sao o baixo custo ¢ o risco reduzido de transmissdo de doencas, além da alta
biocompatibilidade e da estrutura morfologica semelhante a da pele humana (Fig. 2) (Tang et
al.,2015).

As propriedades cicatrizantes da tilapia, sdo atribuidas aos efeitos dos PPTN presentes

na gelatina de colageno de sua estrutura, compostos por aminoacidos hidrofébicos, como
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glicina, valina, alanina, prolina e hidroxiprolina, que formam uma variedade de peptideos de
colageno (PC) com potentes atividades bioldgicas (Kim et al., 2007).

Estudos indicam que o uso dos PPTN acelera o processo de cicatrizagdo por meio da
interacado com mecanismos moleculares, como a modulacao da producao do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), e citocinas pro-inflamatorias como as Interleucina-1, 6 e 8 e regulagdo
de fatores de crescimento, como o de fibroblastos-beta (FGF-B) e endotelial vascular (VEGF)

(Mei et al., 2020).

Figura 3 — Estrutura do colageno humano e da pele de tilapia do Nilo.

Colégeo Humano Colageno de Tilapia

Tripla hélice )~ Tripla hélice

Glicina (Gly) Glicina (Gly)

Leucina (Leu) Hidroxiprolina (Hyp) Prolina (Pro)

Fonte: O autor

Além disso, demonstraram atividade antimicrobiana, afetando diretamente o
metabolismo de microrganismos patogénicos, apresentando efeitos regulatorios no sistema
imunologico inato, além de modulagdo positiva no processo de cicatrizagdo e atividade
antioxidante (Huang et al., 2015).

Em estudo prévio realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, o hidrolisado proteico da
pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi obtido por processo padronizado de hidrolise
enzimatica com Alcalase e caracterizado por espectrometria de massas. Foram identificados 20
dipeptideos e tri peptideos, e a caracterizacdo quimica demonstrou 95,6% de proteina bruta,
15,3% de nitrogénio total e grau de hidrodlise de 4,89% (Tozetto et al., 2023).

Entre as sequéncias identificadas destacaram-se CT, GF, D(I/L), T(I/L), (I/L)D, IH,
FC, SY, SGY, GSY, CF, EV, MP, VE, (I/L)(I'L), FP, A(I'L) e S(I'L). A analise realizada com
auxilio do banco BIOPEP indicou atividades potenciais relacionadas principalmente a inibi¢ao

da enzima conversora de angiotensina (ECA), DPP-IV e a-glicosidase, além de atividade
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antioxidante para determinadas sequéncias, com destaque para Phe-Cys (FC) (Tozetto et al.,
2023; Je et al., 2015).

A composi¢ao desses peptideos pode contribuir para as propriedades biologicas do
hidrolisado. O dipeptideo Phe-Cys apresenta atividade antioxidante experimentalmente
demonstrada, enquanto Gly-Phe (GF) também foi identificado em hidrolisados de gelatina de
peixe com atividades antioxidante e inibitéria de ECA e DPP-IV. Essas propriedades sdo
relevantes, uma vez que o controle do estresse oxidativo pode favorecer condi¢des adequadas
ao processo de reparacao tecidual (Je et al., 2015; Neves et al., 2017).

No estudo anterior, o hidrolisado da pele de tilapia apresentou atividades antioxidante
e antimicrobiana, além de estimular a migracdo celular, indicando que sua atividade biologica
pode resultar da acao conjunta das diferentes sequéncias peptidicas presentes na matriz (Tozetto
etal.,2023).

Dessa forma, a composi¢do peptidica identificada fornece uma base para relacionar o
hidrolisado aos efeitos posteriormente observados sobre o reparo tecidual. Estudos
experimentais com colageno derivado de peixes demonstram efeitos favoraveis sobre
cicatrizagdo, reepitelizagdo e deposi¢ao de colageno; entretanto, a associagao entre sequéncias
peptidicas especificas e esses efeitos deve ser interpretada com cautela, pois ainda sdo
necessarios estudos mecanisticos para estabelecer relagdes causais (De Souza ef al., 2022).

Estudos correlacionaram aos efeitos dos PPTN, a reducdo da colonizacdo do
microbioma da ferida, através de atividade antimicrobiana, diminui¢ao da expressdo de fatores
pro-inflamatorios e regulacdo da conversao de macrofagos para o fenétipo M2, reduzindo a
resposta inflamatoria (Synder et al., 2016).

Infecgdes bacterianas estdo associadas a muitos casos de falha terapéutica, retardo na
cicatrizagdo e complicagdes; assim, a atividade antibacteriana de curativos para feridas tem
recebido crescente atengdo em aplicagoes clinicas (Bolgiani et al., 2020).

Tratamentos com PPTN exibiram atividade antibacteriana in vitro e in vivo,
promovendo o controle de infecgdes por meio da inibicdo da proliferagao de microrganismos
patogénicos, como E. coli e S. aureus multirresistente, ademais a incorporacdo de quitosana ao
hidrogel de tilapia, aumentou o efeito antibacteriano do composto, produzindo resultados
significativos (Ouyang et al., 2018).

Estudos comparativos apontam maior retracdo cicatricial, reepitelizacdo e melhor
organizacdo da matriz celular em feridas tratadas com PPTN, em comparacdo com terapias

convencionais, mesmo em lesdes infectadas por cepas multirresistentes (Xiong et al., 2020).
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Foram observados em ensaios utilizando aplica¢@o topica de PPTN em modelo animal,
retracOes cicatriciais superiores com substancial fechamento das lesdes em menores intervalos
de tempo, em comparacdo as terapias convencionais. Através de estimulo da atividade
quimiotatica de mediadores do processo cicatricial promovida pelos PPTN, ocorre maior sintese
de colageno, com aceleragdo da cicatrizagdo e reepitelizagdo de feridas (Garrity et al. 2023;
Sastri et al. 2022; Tozetto et al. 2023).

Ademais, estudos apontam que os PPTN, agem como mensageiros biologicos ativando
através de estimulos quimicos, os mecanismos moleculares e celulares para a proliferagao e
diferencia¢do de fibroblastos, desencadeando a sintese de fibras coldgenas, reorganizando a
matriz extracelular, com subsequente ativacdo da atividade constritora dos miofibroblastos,
acelerando a contragdo da ferida (Hunt et al., 2014).

Também, através de analise imuno-histoquimica, foi observado aumento na expressao
do gene FGF-} nos tratamentos com peptideos de tildpia. O FGF- estimula os fibroblastos a
produzirem alfa-actina (a-SMA) e causa a contragcdo de miofibroblastos e aumento na producao
de componentes da matriz extracelular, como colageno e fibronectina, essenciais para contragao
da ferida e formacgao do tecido cicatricial (Campbell et al., 2021; Hu et al., 2017; Mei et al.,
2020).

Ainda, para que a cicatriza¢ao de feridas transcorra adequadamente, se faz necessaria
a modulagdo negativa da migragdo de células inflamatorias e interleucinas mediadoras do
processo. O infiltrado tecidual inflamatério ¢ composto principalmente por neutréfilos, que
devem reduzir gradualmente por volta do sétimo dia apos a lesdo, para que a cicatrizagdo evolua
para a fase proliferativa (Landén et al., 2016).

Nesse contexto, ensaios apontam que o uso topico dos PPTN proporciona modulagado
negativa da quimiotaxia de células inflamatdrias e estimulo da neovascularizacdo, cruciais para
o progresso da cicatrizagdo. Ademais, para que a ferida evolua da fase inflamatoria para a
proliferativa, ha necessidade da reducao de células e mediadores pro inflamatorios e estimulo
da formacao de capilares sanguineos (Pal et al., 2016).

Através de andlise histologica, ensaios demonstram que o uso topico dos PPTN,
proporcionaram reducdo do infiltrado inflamatorio com diferenca média em relacdo aos
comparadores de -1,69 células inflamatorias / mm? (IC 95%) até o dia 7, ademais aumento
significativo da angiogénese, com diferenca média de + 13,77 % vasos / mm? no 14 °dia e +
3,41 % vasos / mm? (IC 95%) para as avaliagdes no dia 21 (Tozetto et al., 2023).

Estudos demonstram que a presenca de células e mediadores pro inflamatdrios em

excesso no tecido cicatricial, leva ao atraso na evolugdo da cicatrizagdo. Isso ficou evidente,
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através dos altos niveis de proteases e outras moléculas pré inflamatoérias como interleucinas e
TNF-a, presentes nos tecidos de pacientes com feridas cronicas, sem a evolucao adequada da
cicatrizagdo (Huang et al., 2008).

Ainda, ensaios demonstraram que a aplicagdo topica de PPTN, promoveu o
recrutamento, através de quimiotaxia de macrofagos, estas células secretam fatores de
crescimento, auxiliando na proliferacdo de fibroblastos e promog¢do da angiogénese, o que
acelera o processo de cicatrizacao (Xue et al., 2015).

Foram observados por analise histologica, em ensaios in vivo padronizados, que houve
formacgdo expressiva de vasos sanguineos por area (mm?) no tecido neoformado de individuos
de grupos que receberam tratamento com PPTN, em comparagdo aos controles, demonstrando
as propriedades angiogénicas e de neovascularizagdao destes peptideos (Chung et al., 2011;
Elbialy et al., 2020).

Durante o processo de cicatrizacdo, a neoformacao de vasos sanguineos torna-se
essencial para o reparo tecidual, sendo os novos vasos sanguineos responsaveis por
aproximadamente 60% do tecido total reparado (Mansilla ef al., 2010; Lin ef al., 2015).

Estudos demonstraram através de analise imunohistoquimica, que os PPTN
desencadeiam a ativagdo de mecanismos de expressao génica dos fatores de crescimento TGF-
B, VEGF, CD31 e FGF, com aumento na secre¢do de angiogenina, angiotropina e angiopoietina,
estimulando a expressiva formagdo de vasos sanguineos no tecido neoformado. Esses
mecanismos encontram-se descompensados em feridas complexas, prolongando assim o tempo
de cicatrizacao nesses pacientes (Caliari- Oliveira et al., 2016; Liu et al., 2024).

A modulagao positiva na secrecdo de TGF-f proporcionada pelos PPTN, altera o
fendtipo dos macrofagos M1, que se polarizam para o fendtipo M2, aumentando a sinalizacao
profibrotica. Os queratindcitos entdo migram sobre a estrutura de coldgeno, iniciando-se a
retracdo, deposigao tecidual e a epitelizagdo (Rangatchew et al., 2020).

Também, resultados apontam estimulo da expressdo génica de VEGF proporcionado
com o tratamento com PPTN. O VEGF ¢ uma proteina responsavel pela migracao de células
endoteliais, que estimula a formagao de vasos sanguineos durante a cicatrizagdo. Esse processo
fornece oxigénio e nutrientes, remove residuos e controla as respostas imunologicas (Chen et
al.,2021; Mei et al., 2020).

O FGF ¢ uma proteina envolvida na angiogénese, proliferagao celular e cicatrizacao,
sendo crucial nas fases proliferativa e de granulagdo do processo de cicatrizagdo. O CD31 ¢
uma glicoproteina produzida por células epiteliais e estd relacionada ao estimulo da

neovascularizagdo e a angiogénese. Os PPTN apresentaram modulagdo positiva para a
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expressao dos genes responsaveis pela producao de ambas as proteinas FGF e CD31 em ensaios
in vivo (Aller-Garrido et al., 2014).

Também, o fator de crescimento TGF- ¢ um mediador que converte monocitos em
macrofagos, liberando citocinas inflamatérias como IL-1 e IL-6. Através de modulacdo da
expressao de mRNA e proteinas por células epiteliais do tecido conjuntivo, os PPTN estimulam
positivamente a expressdo de TGF-f (Medeiros ef al., 2024; Maranda et al., 2017).

A IL-6 desempenha um papel central na inflamagdo aguda, induzindo a liberagao de
citocinas pro-inflamatorias de macrofagos, queratindcitos, células endoteliais e células
estromais residentes nos tecidos, além de recrutar leucocitos para o local da ferida por
quimiotaxia (Wright et al., 2014).

Portanto, a IL-6 ¢ o principal indutor dos mediadores da fase inflamatoria aguda e
modulador das respostas de linfocitos T e B. Entretanto, para que a ferida faca a transicdo da
fase inflamatoria para a proliferativa, hd necessidade de modulagdo da expressao da IL-6, que
pode prolongar a fase inflamatoria, levando a um atraso significativo no processo. Assim, a
presenga da interleucina na fase inflamatoria e modulagao negativa nas fases mais avancgadas
do processo cicatricial ¢ um alvo terapéutico para doengas inflamatorias cronicas (Johnson et
al., 2020; Sherman et al., 2009).

Através de andlises imuno-histoquimicas, estudos demostraram modulagao da
expressao dos genes responsaveis pela secrecao de IL-6 e TNF-a nos tratamentos topicos com
PPTN. O TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria que regula a atividade de macrofagos e serve
como um marcador importante para avaliar respostas inflamatdrias cronicas. Portanto a
modulagao da expressdo de IL-6 e TNF-a, € crucial no controle da resposta inflamatoria em
feridas cronicas (Noga et al., 2021; Crompton et al., 2016).

Devido ao crescente interesse no uso de peptideos de tilapia na cicatrizagao de feridas,
a avaliagdo de sua citotoxicidade ¢ crucial para determinar seu perfil de segurancga,
biocompatibilidade e potencial para aplicagdes biomédicas (Soman et al., 2024).

Estudos utilizando culturas de células BHK-21, fibroblastos de camundongo 1929,
fibroblastos murinos T3 T, células HaCaT, células RAW 264 e células HUVECs, em diferentes
concentragdes ¢ tempos de exposi¢ao, demonstraram que os peptideos de tilapia do Nilo, sdo
biomateriais que apresentam alta biocompatibilidade e baixa toxicidade (Huang et al., 2015;
Ouyang et al., 2018; Garrity et al. 2023; Sastri et al. 2022).

Ainda, através de ensaios in vitro de migragdo célular (scratch assay) ficou
demonstrada a capacidade dos peptideos de tilapia em promover a mobiliza¢do positiva de

células, com potencial efeito sobre a cicatrizacdo de feridas. No estudo da migracao celular, o
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movimento de células individuais, camadas ou grupos de células ¢ medido ao longo de um
intervalo de tempo predeterminado (Sherman et al., 2009).

Um possivel mecanismo para explicar os resultados positivos sobre a migracao de
células, pode envolver a influéncia de peptideos no gradiente quimiotatico, atuando como
mensageiros bioldgicos por meio de interagdes eletrostaticas com mediadores e proporcionando
um ambiente biologico favoravel a migracao (Sengupta et al., 2021).

Também, pesquisadores tém se concentrado no desenvolvimento de novos sistemas de
liberacao controlada e segura de farmacos. Esses sistemas podem responder a estimulos
externos ou internos, como alteragdes de pH, temperatura ou aumento de citocinas no
microambiente da ferida. Os polimeros desempenham um papel crucial na constru¢ao desses
sistemas devido as suas propriedades versateis, que permitem o controle das caracteristicas do
material (Alavi et al., 2021; Kolimi et al., 2022).

Outros materiais organicos, como lipidios e materiais inorganicos, incluindo metais e
ceramicas, também sdo utilizados no desenvolvimento de formulagdes macro, micro e
nanoparticuladas. A integracdo de nanomateriais, como nanoparticulas, nanofibras ou
nanocompositos, ¢ uma estratégia promissora para melhorar os resultados dos pacientes na
cicatrizagdo de feridas (Nandhini et al., 2024).

Portanto, investimentos no desenvolvimento de estudos e ensaios clinicos utilizando
essa tecnologia, bem como na implementacdo e disseminag¢do de técnicas que utilizem
peptideos de colageno de tilapia, sdo necessarios para promover a exploragdo adequada desse
potencial ferramenta na medicina regenerativa (Johnson et al., 2020).

Os resultados promissores obtidos com as diversas intervengoes e estudos, justificam
investimentos em novas pesquisas, para propor formulagdes de fadrmacos adjuvantes do
processo cicatricial, em especial para o tratamento de feridas complexas, que contenham em

sua formulacao os PPTN, para diversas formas de aplicagdo topica (Mukta et al., 2024).

3.10 MEMBRANAS DE QUITOSANA COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE PPTN
NO TRATAMENTO DE FERIDAS

A quitosana pode ser processada de diversas maneiras e aplicada na forma de pds, géis,
filmes e membranas e incorporar em sua estrutura polimérica outros compostos, que possam
também favorecer a cicatrizagdo de feridas, como compostos bioativos de origem natural (Gal

etal.,2011).
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Outras vantagens do uso de QT em feridas s3o: a permeabilidade ao oxigénio,
capacidade de absor¢do de liquidos e analgesia conferidas por este material. Além disso, a alta
biocompatibilidade do produto, faz com que nao haja a necessidade da remocao deste da area
lesionada. Na maioria dos ferimentos, especialmente em caso de queimaduras, o processo de
remoc¢ao do curativo pode causar lesdes, dor e desconforto ao paciente (Yi et al., 2020).

Na engenharia tecidual, a QT ¢é especialmente recomendada como um biomaterial
multifuncional, devido as suas caracteristicas estruturais semelhantes ao glicosaminoglicano
humano (GAG) da matriz extracelular (MEC). Suas propriedades fisico-quimicas, permitem a
produgdo de arcaboucos para a liberagdo de farmacos em vdrias formas, com destaque para a
producao de membranas (Tan ef al., 2009).

Membranas eletrofiadas com QT 4cido hialurénico, apresentaram retragao de feridas
de 73,8 % no sétimo dia em ratos, com fibras uniformes e propriedades mecanicas superiores
aos controles com 46,8 e 32,86% respectivamente de retragdo. A quitosana em especial
associada ao acido hialurénico mostrou-se mais promissora para a produ¢ao de membranas para
a cicatrizagdo de feridas cutaneas (Dal Ponte et al., 2021).

Membranas de QT sdo capazes de apresentar excelente permeabilidade ao oxigénio,
controlar a perda de 4gua por evaporagdo e promover a drenagem de exsudato das lesdes. Ainda,
estudos apontam a influéncia positiva da QT em todos os estagios da cicatrizacao, com estimulo
a coagulagdo, modulacdo da inflamagao, sintese e deposicdo de matriz celular, angiogénese,
fibroplasia, epitelizagdo, contragdo e remodelagem (Mi et al., 2001).

Estratégias terapéuticas inovadoras t€ém sido exploradas para otimizar o processo
cicatricial, especialmente em casos de feridas complexas, como ulceras diabéticas, queimaduras
e feridas cronicas. Nesse contexto, hidrogéis termossensiveis surgem como uma plataforma
promissora, devido a sua capacidade de responder a variagdes na temperatura corporal e liberar
bioativos de forma controlada (Song et al., 2018).

A combinagao de quitosana, um biopolimero natural com reconhecida bioatividade,
com PPTN, que também demonstraram diversas atividades biologicas em ensaios
padronizados, oferece um sistema biomimético com alto potencial cicatrizante (Wu et al.,
2020).

A capacidade da QT de formar géis, em solugdes 4cidas e interagir com moléculas
bioativas, permite sua utilizagdo como matriz para sistemas de liberagdo controlada. Além
disso, a QT pode ser funcionalizada ou misturada com outros polimeros para formar hidrogéis

inteligentes, como os termossensiveis, que passam de solugdo para gel na temperatura corporal
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(37 °C), permitindo facil aplicagdo e adaptagdo ao contorno da ferida (Dash ez al., 2011; Chenite
et al., 2000).

Hidrogéis de QT, apresentaram propriedades antimicrobianas, fungistaticas,
hemostaticas, semelhanga estrutural com proteinas da MEC e estimulo a cicatrizagdo,
demonstrando ser uma escolha promissora como sistema de liberacdo de fArmacos. Ademais a
incorporacdo de PPTN em hidrogéis de QT permite uma liberagdo sustentada no leito da ferida,
agindo como sinalizadores moleculares para acelerar a reorganizagao tecidual (Chen ef al.,
2021; Mohandas et al., 2020).

A concentragdo de QT e polimeros sintéticos como polietilenoglicol (PEG) e o
polipropilenoglicol (PPG), afeta diretamente a temperatura de gelificacdo e a estabilidade do
hidrogel. Ensaios reologicos sdo utilizados para identificar a faixa ideal de viscosidade e
transi¢do sol-gel. Ademais, a adi¢do de peptideos de colageno também altera as propriedades
mecanicas e a estrutura da rede polimérica, conferindo maior elasticidade e porosidade (Al
Khateb ef al., 2016; Bhattarai ef al., 2010).

A QT possui caracteristicas catidnicas potentes, motivo pelo qual ¢ amplamente
utilizada em aplicagdes que envolvem a formacao de complexos polieletrélitos, com polimeros
anionicos. Assim pode formar pontos de interagdo entre os polimeros, com forcas de atragdo
eletrostatica entre os grupos carboxila de outros polimeros com grupos amina da QT (Bakshi et
al., 2020).

Quando incorporados principios ativos a QT, os complexos polieletrolitos formados
ajudam a controlar a liberacao desse principio ativo. A incorporagdo de farmacos em matrizes
poliméricas contribui para uma maior interagdo com a lesdo, pois resulta em uma ou mais
fun¢des ativas que melhoram a cicatrizagdo, resultando em curativos bioativos, capazes de
liberar farmacos. (Yan et al., 2000).

Farmacos formulados com QT e outros polimeros naturais, como os derivados do
colageno, extraidos da pele de tilapia, tem sido alvo de estudos nos ultimos anos. A interagao
quimica entre a QT e os PPTN ocorre principalmente por meio de ligagdes ndo covalentes,
envolvendo interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas (Song et
al.,2019).

A QT ¢ um polissacarideo, composto principalmente por unidades de D-glucosamina
(com grupos amino livres —NHz) e algumas unidades de N-acetil-D-glucosamina. Em meio
acido, os grupos amino da QT se protonam (—NHs"), tornando a molécula cationicamente

carregada (Berger ef al., 2004).
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A pele de tilapia contém colageno, que pode ser hidrolisado enzimaticamente em
peptideos menores. Esses peptideos contém grupos carboxila (—COO") de residuos de acido
aspartico e glutamico, grupos amino livres (-NHz) nos extremos N-terminais, potenciais grupos
laterais polares (como —OH de serina, —-CONH: de asparagina), estruturas ricas em glicina,
prolina e hidroxiprolina do coldgeno (Ma et al., 2022).

As Interacdes eletrostaticas ocorrem em pH acido, aonde a QT estd positivamente
carregada (—NHs") e os peptideos podem conter grupos carboxila ionizados (—COQO"), isso leva
a atracao eletrostatica entre QT e os peptideos (Boonsongrit ef al., 2006).

Nas ligagdes de hidrogénio, a QT possui grupos —OH e —NH:, que podem formar
pontes de hidrogénio com grupos carbonila (C=0) dos peptideos, grupos —OH ou —NH de
aminoacidos polares (Lima et al., 2004).

Ainda, interag¢des hidrofobicas ocorrem com peptideos contendo residuos hidrofobicos
como valina, leucina, prolina, que podem interagir com regides menos polares da QT, embora
essas interacdes sejam menos predominantes (Ma et al., 2022).

Portanto a QT tem demonstrado resultados favoraveis em diversos estudos, sendo uma
alternativa viavel, com alta disponibilidade e diversas caracteristicas fisico-quimicas favoraveis
ao desenvolvimento de hidrogéis, membranas e outras formas farmacéuticas, sendo um
biopolimero versatil para o desenvolvimento de farmacos adjuvantes do tratamento de feridas

complexas de pele (Rodrigues et al., 2014).
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO DOS PEPTI{DEOS DE PELE DE TILAPIA (PPTN)

Para a producdo do hidrolisado, realizou-se a extragdo dos peptideos por hidrdlise
enzimatica com enzima alcalase, uma endopeptidase que possui acdo catalitica nas regides
internas das cadeias polipeptidicas, resultando na formacdo de peptideos de baixa massa
molecular. Foram utilizados 10 g de pele de tilapia seca, previamente hidratadas em 35 mL de
agua destilada a 60 °C, 5 mL de solu¢gdo de NaOH a 10 % em pH 8,25 para otimizar a atividade
e estabilidade e a enzima alcalase na propor¢do 0,17 g/ 10 g da pele de tilapia.

A alcalase foi adicionada a solugdo e a reacdo foi mantida por 85 minutos sob as
condig¢des definidas de pH e temperatura e rotagao constante de 500 rpm. A reacdo foi encerrada
com a inativacdo enzimatica com aquecimento da solucdo a 95 °C durante 20 minutos e
centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos. Por fim o sobrenadante foi recolhido concentrado e

liofilizado.

4.2 DESENVOLVIMENTO DA BIOMEMBRANA DE QUITOSANA INCORPORADA
AOS PEPTIDEOS DE PELE DE TILAPIA

Foi preparada uma solu¢ao mae, contendo de 4cido acético a 0,5% (v/v) total de 650
mL e transferida para um béquer previamente identificado. Foi adicionado ao béquer 9,75¢g
quitosana (Sygma Aldrich) 90% de desacetilagdo, para a obteng¢do de dispersdo a 1,5% de QT
(m/v), 0,48759¢g de glicerina 5% e 0,2912g de Polietileno glicol 3% e 0,04875 mL (0,5%) de
benzoato de sédio como conservante.

A solugdo com concentracdo 1,5% de QT foi agitada em agitador magnético durante
30 minutos, até que se obtivesse total dissolu¢do da quitosana da formulagao.

Apos esta etapa, a solucdo foi dividida em 3 béquer, ficando 250 mL para a produgao
da membrana controle, onde ndo foram adicionadas as concentra¢des de PPTN, para a producao
do produto para aplicacao no grupo controle negativo, 200 mL para a producao da membrana
de 600 pg/mL com a adi¢ao de 0,12 g do liofilizado de pele de tildpia e 200 mL para a produgao
da membrana de 1000 pg/mL, com a adi¢do de 0,20 g do liofilizado de pele de tilapia e
novamente submetidos a 30 minutos em agitador magnético.

ApoOs a solugdo estar homogeneizada, para a remocao de bolhas, foi submetida a 6
ciclos de 60 segundos cada, em sonicador Ultronique Ecosonics, com ponta macro e poténcia

de 50%.
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Foi produzida também uma membrana contendo 1000 pg/mL de peptideos extraidos
da pele de bovino, como comparador positivo no experimento in vivo, que foi formulada
utilizando as mesmas concentragdes e passou pelos mesmos processos descritos acima.

As solucdes foram pipetadas em placas de petri estéreis de 90x15 mm e pesadas com
20 g cada. Ap0s esta etapa foram submetidas a secagem em estufa a 40° C durante 24 horas.

Assim, ap6s todas estas epatas, as membranas foram desprendidas do fundo da placa
de petri com pinga anatomica (Fig.4), aferidas as suas espessuras com paquimetro digital e

armazenadas em incubadora B.O.D para manutencao de temperatura controlada (12° C).

Figura 4 — Membranas acondicionadas em placas de petri, para o armazenamento.

Fonte: O autor

4.3 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO in vitro DAS BIOMEMBRANAS
4.3.1 Analise morfologica da membrana por microscopia eletronica de varredura (FEG-MEV)

A analise morfologica das membranas de quitosana (QT), com e sem incorporacao dos
peptideos de pele de tilapia, foi realizada por microscopia eletronica de varredura por emissao
de campo (FEG-MEV; TESCAN, modelo MIRA 3), utilizando aumentos de 1.000%, 3.000% e
5.000x%.

Para a avaliagdo da morfologia transversal, as amostras foram submetidas a criofratura
ap6s imersdo em nitrogénio liquido, permitindo a obteng¢ao de superficies de fratura para analise
da estrutura interna das membranas. Foram obtidas micrografias das superficies e das secdes
transversais, apOs recobrimento das amostras com ouro, utilizando metalizador IC-50 Ion

Coater (SHIMADZU).

4.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos grupos funcionais presentes na quitosana, nos peptideos de pele

de tilapia do Nilo (PPTN) e nas biomembranas foi realizada por espectroscopia no
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infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando espectrometro Shimadzu IR
Prestige-21. As amostras de quitosana ¢ PPTN isolados foram preparadas em pastilhas de
brometo de potassio (KBr), enquanto as biomembranas foram analisadas por reflectancia total
atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos na regido de 400 a 4.000 cm™*, com resolugao
espectral de 4 cm™ e 32 varreduras. A analise foi utilizada para identificar bandas caracteristicas
dos componentes e investigar possiveis modificagdes espectrais associadas a formacao das

membranas e a incorporagao dos peptideos.

4.3.3 Difragdo de raios X (DRX)

A organizagdo estrutural e os perfis de difragdo da quitosana, dos PPTN e das
biomembranas foram avaliados por difragao de raios X (DRX), utilizando difratometro Rigaku
Ultima IV, equipado com fonte de radiagdo Cu Ka (A= 1,5418 A), operando a 40 kV e 40 mA.
Os difratogramas foram obtidos na faixa angular de 20 entre 5° e 50°, com incremento de 0,02°.
Os perfis foram comparados para investigar modificagdes na organizagdo relativa da matriz
polimérica decorrentes do processamento e da incorporacao dos PPTN, bem como a presenca

de eventuais fases cristalinas adicionais.

4.3.4 Determinagao do grau de intumescimento

Foi avaliado o grau de intumescimento das membranas por método gravimétrico
descrito Liu, Zheng e Tang (2013). Assim as membranas foram cortadas em pedagos de 1 cm x
1 cm e pesadas, para obtengdo do peso seco P.S.

A fim de simular condigdes corporais, as membranas foram submetidas a 3 meios para
simular exsudatos viscoso ¢ fluido e aquoso, e avaliar a absor¢do de liquidos por estas
membranas.

Para produzir o exsudato simulado viscoso (pus), foi adicionado a um béquer 100 mL
de 4agua destilada, 0,0184 g de hidroxido de sodio, 0,5 g de goma xantana ¢ 0,4149 g de cloreto
de sodio. Na produgao do exsudato fluido foi adicionado 100 mL de agua destilada, 0,8298 g
de cloreto de sodio e 0,0367 g de cloreto de calcio. Na produgdo do simulado aquoso foi
utilizada solu¢do de tampao fosfato PBS 6,0 com a adicdo de 100ml de agua destilada 0,0144
g de hidroxido de sodio e 0,681 g de fosfato de potassio.

As membranas foram imersas em frascos com 5 mL cada, dos trés meios distintos,

exsudato simulado viscoso e exsudato simulado fluido e solugdo tampao fosfato (PBS) todos
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em pH=6,0 e mantidos a temperatura de 32 °C com pesagem nos tempos 24 h e 48 h para
obtencdo da massa imida (M,). Para calcular o grau de intumescimento (GI1%) foi utilizada a
equacao 1.

u'Ms

G (%)= x100 (1)

N

Onde, M, e M; sdo as massas das amostras umidas e secas.

4.3.5 Determinagao da taxa de transmissao ao vapor de agua ou permeabilidade

Para a realizacdo deste ensaio foi utilizado o método gravimétrico da American Society
for Testing and Materials (ASTM E96/E96M Standard Test Methods for Water Vapor
Transmission of Materials), estes frascos foram colocados em dessecador com 53% UR nitrato
de magnésio durante 7 dias, para a estabilizacdo da umidade.

Foram levados a estufa 270g de cloreto calcio anidro P.A (éxodo cientifica) e mantidos
a 100° por 60 minutos. Apos, 30 g de cloreto célcio anidro P.A foram inseridos dentro de frascos
de vidro lisos (3 frascos para cada grupo) e as membranas foram coladas na extremidade dos
frascos, com cola epoxi liquida (Loctite) para que a migragdo da umidade ocorresse apenas

através da biomembrana (Fig. 5).

Figura 5 — Membranas coladas na extremidade dos frascos com cola epdxi liquida..

Fonte: O autor

Os frascos foram mantidos em dessecador com 75% UR contendo solucao saturada de
cloreto de sodio a 25 °C e pesadas a cada 2 horas, nas primeiras 12 horas, apds 24 he 48 h. A
taxa de permeabilidade foi calculada dividindo a massa de vapor que passou pela drea da
amostra e pelo tempo. Para calcular a taxa de transmissdo de vapor de dgua em g.s'.m™!, foi

utilizada a equagdo 2.
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TPVA=

A X At @)

Onde, Am ganho de massa em gramas, A ¢ a area da membrana em m? e At o tempo em dias.

Para o calculo da Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA), a espessura das membranas
foi medida e a permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), em g.m'.s'.Pa’!, foi calculada pela
seguinte equagao 3.

TPVA
=—XF
Ps(UR,-URy)

Onde Ps ¢ a pressdo de saturacdo do vapor de dgua (Pa) na umidade relativa na célula de

PVA 3)

permeacao temperatura teste, UR1, a umidade relativa no dessecador, UR2, a ¢ E ¢ a espessura

das membranas (m). Neste trabalho, o valor calculado para Ps(UR1-UR?2) foi igual a 2.375 kPa.

4.3.6 Determinagdo das propriedades mecanicas

Para a realizagdo deste ensaio foi utilizada a metodologia da American Society for
Testing and Material (ASTM D882 Standard Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic
Sheeting) as amostras foram cortadas em fragmentos de 50 mm x 20 mm, aferidas as suas
espessuras com paquimetro digital e colocadas fitas crepe nas extremidades, para identificacao
da espessura e formulacdo das membranas, bem como, facilitar a preensdo adequada pela garra
pneumatica (Fig. 6). Apos estes procedimentos foram mantidas em dessecador 53% UR com

nitrato de magnésio durante 48 h.

Figura 6 — Membranas cortadas 50 mm x 20 mm e identificadas para o ensaio.

Fonte: O autor
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Utilizando velocidade de tragao de 50 mm/min, as membranas foram submetidas ao
ensaio de tragdo, utilizando maquina universal de ensaios mecanicos, com distancia entre as
garras pneumaticas de 30 mm. Foram determinadas assim a tensdo maxima de ruptura (MPa),

modulo de Young ou modulo elastico (MPa) e elongacao ou deformagao (%).

4.3.7 Determinacao da biodegradagdo in vitro

Para a realizacdo deste ensaio, as amostras foram cortadas em fragmentos quadrados
de 1 x 1 cm e mantidas em dessecador de umidade zero por 48 h, apos foram pesadas para
determinar sua massa inicial. Para simular a degradacdo da membrana, em condi¢des in vitro,
foi preparada uma solugdo de lisozima, que ¢ uma proteina presente no muco, lagrima e outras
secregdes nos animais humanos e nao humanos, responsavel pela biodegradacdo e digestao de
carboidratos e proteinas.

Para a produgdo da solugao de lisozima 1,5 mg / mL, foi solubilizado em 500 mL de
solucao tampao fosfato (pH 7,4), 0,75 g de lisozima liofilizada (70.000 U/mg), sendo submetida
a agitacdo magnética por 15 minutos. As membranas foram entdo colocadas em frascos de vidro
e imersas em 10 mL da solugdo PBS (pH 7,4) com lisozima 1,5 mg/mL, que foram incubadas
a 37 °C em banho maria.

Nos tempos 1, 4, 7, 10 e 14 dias, as amostras foram retiradas da solucao enzimatica,
lavadas com agua destilada, secas em estufa e novamente pesadas, para determinar a perda de
massa por degradacdo enzimatica, as solucdes de lisozima foram também substituidas por
outras novas nestes tempos, a fim de evitar a saturacao da enzima.

O perfil de degradagao foi mensurado pela perda de peso (PP %) e determinado pela
diferenca da perda percentual de massa entre o peso inicial e o peso nos intervalos de tempo 1,

4,7, 10 e 14 dias através da equacao 4.

. (Wo-W,)
Blodeg(%)szMO )]
0

Onde, Wy ¢ a massa inicial da membrana seca (antes da incubagao) e W ¢ a massa da membrana

seca apos incubagao nos tempos 1, 4, 7, 10 ou 14 dias.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Muco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Muco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidratos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidratos
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4.4 AVALIACAO in vivo DAS FORMULACOES
4.4.1 Cuidados éticos

O protocolo experimental foi previamente submetido a andlise e aprovacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEPG), que certificou em 03/09/2024 que os
procedimentos utilizando animais neste projeto de pesquisa, estdo de acordo com a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA),
estabelecida pelo Conselho Nacional para fins de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com
as normas internacionais para a experimentagao animal. Dessa forma, foi autorizado o uso de

Rattus norvegicus, através do Processo SEI N°.: 24.000036725-9, com vigéncia até 03/09/2026.

4.4.2 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus
albinus) da linhagem Wistar, machos, adultos (3 meses), com peso médio de 160 + 18g,
procedentes do Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa, acondicionados em
gaiolas de plastico individuais, em condigdes controladas de temperatura a 22 +2°C e umidade
45-55%, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h controlado automaticamente com livre acesso
a agua potavel e racdo industrial. Respeitou-se o periodo de aclimatagdo destes antes do inicio

do experimento.

4.4.3 Grupos experimentais

O dimensionamento amostral inicial foi realizado com base nos resultados de infiltrado
inflamatério descritos por Koga et al. (2020), utilizando o software G*Power, versao 3.1,
considerando nivel de significancia de 5% (a = 0,05) e poder estatistico de 95% (1 — B = 0,95).

O planejamento original contemplava 4 grupos experimentais, para os quais foi
estimada a necessidade de 40 animais, correspondentes a dez individuos por grupo.
Considerando a possibilidade de perdas durante a execugdo experimental, foi previsto um
acréscimo de 20% no quantitativo amostral, totalizando 48 animais, distribuidos em quatro
grupos de 12 individuos.

Dessa forma, o estudo foi executado com 48 ratos Wistar, distribuidos em quatro
grupos experimentais, com 12 individuos por grupo, sendo: Grupo 1 (Controle Negativo)

membrana QT sem a adi¢do de PPTN (n=12), Grupo 2 (Tratamento PPTN 600 pg/mL)
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membrana de QT com a adicdo de 600 pg/mL de PPTN (n=12), Grupo 3 (Tratamento PPTN
1000 pg/mL) membrana de QT com a adicdo de 1000 pg/mL de PPTN (n=12), Grupo 4
(Controle Positivo) membrana de QT com a adi¢cdo de peptideos de pele bovina 1000 pg/mL
(n=12).

Os grupos foram por sua vez divididos aleatoriamente em trés subgrupos de acordo
com o periodo de observagao, para a realizagdo de coleta de tecido para avaliacdo histologica e
imuno-histoquimica, bem como, avaliagdo macroscopica através da realizacao de fotografias

para avaliacdo da retragdo cicatricial nos dias (7, 14 e 21 de pds-operatorio).

4.4.4 Procedimento cirurgico

Os 48 animais foram submetidos a anestesia dissociativa no dia 01 com cloridrato de
xilazina 2% (Xilazin® Syntec) 10 mg/ kg associado ao cloridrato de cetamina 10 % (Cetamin ®
Syntec) 50 mg/kg via intraperitoneal. Foram considerados anestesiados pela imobilidade do
corpo, com frequéncia e amplitude respiratoria normais, perda dos reflexos de dor e
sensibilidade a pressdo digital com pinca anatdmica. Apds anestesiados, os animais foram
posicionados em decubito ventral e depilados amplamente com maquina de tosa, realizou-se
antissepsia da pele com alcool 70% e imobilizagdo em prancha plastica com contencdo dos
membros por tensores elasticos.

Os animais foram submetidos aos procedimentos cirrgicos no laboratério de técnica
operatoria de departamento de medicina da UEPG, em ambiente cirirgico asséptico e adequado

para a realizacao desta finalidade (Fig. 7).
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Figura 7 — Sala de técnica operatdria do departamento de medicina da UEPG.

Fonte: O autor

Para a demarcagdo da pele a ser excisada, utilizou-se um marcador permanente azul
(Bic® Markingum) sob gabarito plastico 2 x 2 cm (4 cm?) especialmente confeccionado para
este fim. Com o auxilio de uma pinca dente-de-rato e bisturi estéreis, foi excisado fragmento
cutdneo no centro da area depilada, até a exposi¢do da fascia muscular dorsal (Fig. 8). A

hemostasia foi realizada por compressao digital, utilizando-se gaze esterilizada.

Figura 8 — Modelo animal, ferida cirurgica utilizando gabarito 2 x 2 cm com animal sob efeito de anestesia geral.

e ———

Fonte: O autor

Para a realizagdo do experimento in vivo as membranas foram cortadas em fragmentos
quadrados de 2 x 2 cm, com a utilizagdo de um gabarito plastico, sendo seccionadas utilizando

lamina de bisturi de ago carbono n° 24, acoplada a um cabo de bisturi n° 04. As membranas
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foram seccionas para facilitar o posicionamento sobre o leito das feridas cirurgicas, sendo ainda

aferidos os pesos e a espessura das membranas, ap6s os cortes para a aplicacdo (Fig. 9).

Figura 9 — Membranas fracionadas em quadrados de 2 x 2 cm.

Fonte: O autor

As membranas de QT foram suturadas com fio inabsorvivel de nylon monofilamentar
(mononylon), de calibre 2-0, em um padrdo de sutura interrompida simples, nas extremidades
dos 4 vértices do quadrado de 2 x 2 da membrana de quitosana, que foi mantida como curativo
biologico oclusivo, para avaliar as propriedades cicatriciais, bem como a degradagdo e

capacidade de absor¢ao de exsudato em modelo in vivo (Fig. 10).

Figura 10 — Membrana de QT com 2 x 2 cm suturada nos vértices com fio 2-0 mononylon..

Fonte: O autor

4.4.5 Pos cirurgico

Apbs o procedimento cirurgico os animais foram fotografados utilizando pedestal
metalico com distancia padrdao de 15 cm e realocados em caixas individuais identificadas com

crachas de acordo com os seus respectivos grupos.
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4.4.6 Coleta do material

Nos dias 07, 14 e 21 foram escolhidos aleatoriamente 04 individuos respectivamente
dos grupos G1 a G4 (n=12) sendo submetidos novamente a indug¢do anestésica, através da
inala¢do de Isofluorano (BioChimico®) para perda dos reflexos de dor e sensibilidade a pressdo
digital com pinga anatomica, sendo colocados em uma caixa plastica, até a perda de reflexos
posturais, ap0Os realizada a aplicagdo intraperitoneal de cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®
Syntec) 30 mg/ kg associado ao cloridrato de cetamina 10 % (Cetamin® Syntec) 300 mg/kg,
para a realizacao da eutanasia mediante utilizacdo de overdose de anestésico.

Apos a perda dos movimentos respiratorios e reflexo palpebral, as lesdes foram
fotografadas utilizando pedestal metalico com distancia padronizada (15cm), realizou-se a
antissepsia com alcool 70% e coleta do tecido cicatricial, na 4rea de transicdo entre a ferida e a
pele integra, com margem cirargica de 03 milimetros, com auxilio de pinca anatdmica e tesoura

de Mayo, para realizagdo de analise histologica.

4.4.7 Analise Histologica

As amostras foram armazenadas em frascos contendo 10 mL de soluc¢ao de formol a
10%. Ap6s decorrido o tempo de 72 h, o conteudo o formol a 10% foi descartado e a amostra
lavada com agua destilada e trocada por 10 mL de etanol 70%, até serem processadas
automaticamente pelo equipamento histotécnico (LEICA® TP 1620) tendo as amostras passado
por processo de desidratacdo utilizando diferentes concentragdes de 4lcoois. Em seguida, foram
diafanizadas com xilol. Apds tal processamento as pegas foram incluidas em parafina
histologica fundida a 60°C para a obtencdo dos blocos histologicos. Assim os blocos com as
amostras em parafina foram cortados com o microtomo (LEICA RM 2125RT), com regulagem
de 5 um de espessura.

Ap0s, as laminas foram coradas utilizando as técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E)
e Picrossirius Red (PR) para as analises de infiltrado inflamatorio de neutréfilos, vascularizagao
presenga de fibroblastos e deposigao de fibras de colageno tipo I e III e avaliagdo quantitativa
destas estruturas.

As amostras foram analisadas e fotografadas em microscopio Olympus BX51 P e
microscopio de luz polarizada com aumento de 200x e 400x, com auxilio do programa Image
View®, as configuragdes da camera e intensidade de luz e de polarizagdo foram padronizadas

para todas as amostras, a contagem das c¢lulas dos cortes histologicos, foi realizada por dois
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observadores cegos, sem o conhecimento prévio da identificagdo dos grupos, sendo realizada
contagem das células (inflamatorias, vasos sanguineos, fibroblastos).

O gradeamento e contagem celular foi realizado com auxilio de software Image J®,
com a padronizagdo de 62208 pixels das imagens e ativagdo do modo random offset
(deslocamento aleatério da grade) com a contagem das células imediatamente nos vértices dos

quadrados formados pelas intersecgdes das linhas (Fig. 11).

Figura 11 — Fotomicrografia de 1amina corada por H.E no programa Image J, foram contadas todas as células da
intercessdo das linhas, as setas vermelhas indicam vasos sanguineos e as setas verdes neutrofilos.

Fonte: O autor

As laminas coradas por PR foram analisadas utilizando o programa Adobe
Photoshop® para a extra¢do dos intervalos de cores adequados para a quantificacdo de cada tipo
de fibra colagena. Com auxilio de software Image J® estas imagens foram analisadas e
convertidas em varidveis quantitativas, para analise estatistica das presengas de colageno tipo I

e colageno tipo III (Fig. 12).
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Figura 12 — Fotomicrografia de ldmina corada com P.R em microscopio de luz polarizada esquerda, e a selegio
do intervalo de cores pelo programa Adobe Photoshop na direita.

Fonte: O autor
4.4.8 Retragao cicatricial por avaliagdo macroscopica

A avaliagdo macroscopica da retracdo do ferimento foi feita através da afericao e
calculo das diferencas entre a distancia das bordas proximais e distais das feridas através das
imagens registradas nos dias 1, 7, 14 e 21 nos grupos de 1 a 4, com camera digital (Fig. 13)
acoplada em pedestal proprio com distancia padrdo (15 cm).

Estes dados foram analisados pelo programa Image J®, sendo calibrados previamente,
avaliados quanto a 4rea do ferimento em mm? e convertidos em varidveis quantitativas para
analise estatistica, através da seguinte formula matematica:

(Ao-Ap)

Retraciocicatricial (%)= 1 x100
0

Onde: Ao ¢ area inicial da ferida (Dia 0 em mm?) e A ¢ a area da ferida apos os tempos 1, 7, 14
e 21 dias.

Figura 13 — Registro fotografico da retragdo do ferimento nos dias 1, 7, 14 e 21..

(EPRRIABLT:

SNALAD CE
e

Fonte: O autor
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4.4.9 Analise imunohistoquimica de TNF-o e IL-6

As amostras de tecido colhidas nos dias 07, 14 e 21 dos individuos dos grupos G1 a
G4, foram armazenadas em frascos com solucdo de formol a 10% por 72h, ap6s o contetido foi
descartado e a amostra lavada com agua destilada e trocada por 10 mL de etanol 70%, até seu
processamento automatico pelo equipamento histotécnico (LEICA® TP 1620), passando por
processo de desidratagdo utilizando diferentes concentragdes de dlcoois. Em seguida, foram
diafanizadas com xilol. Apds tal processamento as pecas foram incluidas em parafina
histologica fundida a 60°C para a obtencao dos blocos histoldgicos. Assim, os blocos com as
amostras em parafina foram cortados com o micréotomo (LEICA RM 2125RT), com regulagem
de 5 um de espessura.

Ap0s o corte, foram utilizadas laminas silanizadas, para aumentar a adesdo dos tecidos
a sua superficie, evitando a perda do material durante o procedimento imunohistoquimico. Foram
colocados 4 cortes histologicos em cada lamina, estas entdo foram colocadas em estufa a 50° C
durante 24 h. A desparafinacdo foi realizada com dois banhos de xilol durante 10 minutos em
temperatura ambiente, passando posteriormente em alcool absoluto 3x durante 1 minuto e apos
lavadas com agua destilada. Em seguida, as amostras foram submetidas a banho maria a 95° C
por 30 minutos, mergulhadas em solugdo tampao pH 9,0 e resfriadas em agua corrente até
atingir a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes com agua destilada por 5 minutos, seguida de
delimitagdo dos cortes histologicos com caneta hidrofobica para imunocoloragao (Super Pap
Pen®).

Apos esta etapa foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena (bloqueio dos radicais
livres provenientes do fixador) com uma gota de solu¢@o de perdxido de hidrogénio a 3% por
corte histologico, durante 10 minutos e lavadas em agua corrente por 10 minutos e apos
mergulhadas em tampao PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

Foram utilizados os anticorpos TNF-a (52B83®) Santa Cruz Biotechnology Inc®,
diluido (1:100) e Interleucina-6 (MP5-20F3®) Biolegend® (1:100) em tampdo PBS pH 7,2.
Foram adicionados 100 pL desta solucdo do anticorpo por corte histoldégico. Apds foram
submetidas ao processo de overnight, sendo colocadas em uma caixa contendo gazes
umedecidas com dgua e mantidas em refrigeragdo durante 24 h a 5° C.

Ap6s este periodo, as laminas foram lavadas com tampao PBS pH 7,2 secas com papel
toalha, seguidas da aplicagdo do polimero Polyperoxidase: Anti-Mouse-Rabbit (E-IR-R217B)
ElabsScience® para a realiza¢do da detec¢do do complexo de interagdo antigeno-anticorpo

durante 45 minutos e lavados novamente 3x em tampao PBS pH 7,2. Em seguida, foi diluido o
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substrato o cromdgeno diamino-benzidina (DAB) E-IR-R217E ElabsScience® 50 pL/mL em
1000 pL de tampao PBS pH 7,2 e aplicado 100 pL por corte durante 10 minutos, até a
visualizagdo da cor castanha, lavando-se em agua corrente. Foram entio contra coradas com
hematoxilina de Harris por 3 minutos e lavados com agua corrente por 3 minutos, para coloracao
de fundo de imagem. Na etapa seguinte as laminas receberam 3 banhos com alcool absoluto
durante 1 minuto e 3 banhos com xilol durante 1 minuto cada.

As laminas imunomarcadas, foram analisadas e fotografadas em microscopio Olympus
BX51 P, acoplado a cAmera e computador com software de analise de imagem TCapture® com
aumento de 400x, as configuragdes da camera e intensidade de luz foram padronizadas para
todas as amostras, a coloracdo de trabalho ou sinal foram a presenca de coloragdo marrom-
amarelado ou castanho para detec¢do a atividade nos tecidos indicando o sinal positivo em IHC
dos cortes histolégicos.

Foram capturadas todas as imagens em Campo de Grande Aumento (CGA=400x) em
que apareceram a coloragdo castanha de sinal positivo de IHQ. A imuno marcagao positiva foi
identificada pela coloracao citoplasmatica marrom. A quantificagao foi realizada utilizando o
software ImageJ® por meio da funcdo deconvolugdo de cores (H DAB), seguida de ajuste de
limiar padronizado (canal vermelho, parametros padrdo), que foram mantidos constantes em
todas as medi¢Oes para garantir a consisténcia na extracdo do sinal DAB. As imagens foram
convertidas para escala de cinza de 8 bits e a 4rea imuno positiva foi expressa como uma

porcentagem do campo total analisado.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica do ensaio de caracterizagdo do grau de permeabilidade ao
vapor de 4gua das membranas utilizou-se o programa GraphPad Prism®, versao 9.0, aplicando-
se andlise de variancia de uma via (ANOVA de uma via), com intervalo de confianca de 95%
(p <0,05). Os ensaios de biodegradagao e de intumescimento da membrana foram analisados
por meio de ANOVA de duas vias para determinar os efeitos do tempo, dos tratamentos e da
interacdo sobre os pardmetros avaliados. O teste post hoc de Tukey foi utilizado para comparar
estatisticamente os resultados.

Os resultados in vivo foram analisados por meio de ANOVA de duas vias para
determinar os efeitos do tempo, dos tratamentos e da interagdo sobre os parametros avaliados,
o teste post hoc de Bonferroni foi utilizado.

Para a avaliagdo estatistica da retragdo macroscopica das feridas, utilizou-se a analise
de variancia de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes, com
intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

Para a anélise estatistica quantitativa da contagem de neutro6filos, células inflamatorias,
vasos sanguineos, fibroblastos e fibras coldgenas, bem como da densidade de fibras colagenas,
utilizou-se a andlise de varidncia de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni, para
determinar os efeitos principais € a interagao entre os fatores avaliados, adotando-se intervalo
de confianca de 95% (p < 0,05).

Para a andlise estatistica quantitativa da imuno-histoquimica dos marcadores IL-6 e
TNF-0, os dados foram inicialmente descritos por meio de média e desvio-padrao. Para
comparagdo entre 0s grupos € momentos experimentais, utilizou-se analise de variancia de duas
vias com medidas repetidas, seguida do pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes,
considerando-se intervalo de confianca de 95% (p < 0,05).

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Nos casos em que a
hipotese de normalidade foi rejeitada, foram investigadas transformagdes dos dados ou
adotados testes nao paramétricos equivalentes, como o teste de Friedman, mantendo-se o nivel

de significancia global por meio de ajustes apropriados para comparagdes multiplas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 PROPRIEDADES FiSICAS DA MEMBRANA DE QT CONTENDO OS PPTN

A membrana obtida apresentou integridade estrutural apds a secagem, sem evidéncias
macroscopicas de fissuras ou fragmentacdo, além de flexibilidade perceptivel durante o
manuseio. Essas caracteristicas foram observadas qualitativamente por inspe¢do visual e
manipulacdo das membranas, ndo constituindo uma avaliagdo quantitativa da maleabilidade.

A utilizacdo de quitosana (QT) com grau de desacetilagdo superior a 85%, na
concentragdo de 1,5% (m/v), possibilitou a obten¢cdo de uma dispersdo adequada ao processo
de formacdo das membranas, preservando sua integridade apds a secagem. Essas observagoes
sdo compativeis com a influéncia da concentracdo e das caracteristicas fisico-quimicas da
quitosana sobre a formagdo de filmes poliméricos descrita na literatura (Kumar et al., 2021).

A adi¢do de glicerina (5%) e polietilenoglicol (3%) como plastificantes tem como
objetivo reduzir a fragilidade da matriz polimérica e aumentar sua flexibilidade, caracteristica
essencial para aplicagdo topica em feridas (Silva et al., 2022).

O uso do sonicador apds agitacdo magnética proporcionou uma dispersao mais
homogénea dos peptideos no meio viscoso, promovendo melhor distribuicdo dos bioativos
através da membrana. Estudos mostram que o uso de ultrassom pode também quebrar
aglomerados peptidicos e favorecer a estabilidade da formulacao (Liu et al., 2022).

A secagem controlada em estufa a 40 °C por 24 h foi adequada para a formagado de
uma pelicula polimérica, facil de remover da placa de petri e com flexibilidade adequada. A
escolha dessa temperatura foi baseada em estudos que recomendam o uso de temperaturas
abaixo de 50 °C para preservar a integridade estrutural e funcional de biomembranas (Wang et
al.,2017).

Portanto, a estratégia de desenvolvimento adotada nesta formulagdo ¢ sustentada por

evidéncias cientificas e mostrou-se promissora para a aplicagdo clinica.

6.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (FEG-MEV)

A andlise morfologica das membranas conduzida por microscopia eletronica de
varredura com emissao de campo (FEG-MEV) caracterizou as superficies das membranas a
base de QT 1,5%, glicerina e PEG, com e sem a adicdo de peptideos de pele de tildpia em

concentragdes de 600 ng/mL e 1000 png/mL.
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As imagens obtidas em diferentes ampliagdes revelaram importantes diferencas
estruturais entre os grupos. A membrana controle, composta apenas por QT e plastificantes,
apresentou superficie menos homogénea, com presenga evidente de ranhuras, fissuras e
descontinuidades, especialmente visiveis no corte transversal da imagem realizada por FEG-
MEV em 4.000 x de aumento (Fig. 14 A).

Essas descontinuidades podem indicar alteracdes na coesdo entre as cadeias
poliméricas, afetando as propriedades criticas como resisténcia mecanica, elasticidade e
estabilidade estrutural, caracteristicas fundamentais para o desempenho de curativos aplicados
em feridas complexas (Perugini ef al., 2003; Dash et al., 2011).

Por outro lado, a adi¢cao dos peptideos bioativos de pele de tilapia promoveram uma
modificagdo marcante na morfologia da matriz de QT. As membranas com 600 ¢ 1000 pg/mL
apresentaram melhor organizacdo estrutural ¢ menor incidéncia de falhas superficiais, maior
compactagdo, uniformidade e homogeneidade, com superficie continua e regular (Fig. 14 B e
14 C). Essas caracteristicas indicam possivelmente interagcdo intermoleculares otimizadas entre
os grupos funcionais da QT e os peptideos, favorecendo o entrelagamento da matriz polimérica
e contribuindo para um material com maior estabilidade fisica e funcional (Jayakumar et al.,

2011; Wang et al., 2020).
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Figura 14 — FEG-MEYV da superficie e se¢do transversal das membranas: (A) Controle QT; (B) PPTN + 600
pg/mL; (C) PPTN + 1000 pg/mL. Ampliagdo: 3000 e 4000x, 10 kV..
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A presenca de uma superficie mais compacta ¢ homogénea nas membranas com
peptideos ¢ um fator determinante para a reducao da permeabilidade e controle da perda de
agua, elementos essenciais para aplicagdes clinicas em curativos, especialmente em feridas de
dificil cicatrizacdo. A biocompatibilidade e bioatividade dos peptideos de tilapia, associados a
estrutura porosa e bioaderente da quitosana, reforcam o potencial dessas formulagdes como
matrizes terapéuticas avangadas para medicina regenerativa (Zhang et al., 2022; Almeida et al.,

2021).

6.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) permitiu
identificar os principais grupos funcionais presentes na quitosana, nos peptideos de pele de
tildpia do Nilo (PPTN) e nas biomembranas desenvolvidas, contribuindo para a investigagao de

possiveis interagdes entre os componentes da matriz polimérica (Fig. 15).
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Essa técnica é amplamente utilizada na caracterizagdo de biomateriais poliméricos,
permitindo identificar grupos funcionais ¢ modificagdes espectrais relacionadas a incorporagao
de compostos bioativos (Li ef al., 2020; Becerra et al., 2022).

Os PPTN isolados apresentaram banda de absor¢do em aproximadamente 3.277 cm™,
atribuida predominantemente as vibragoes de estiramento N—H, caracteristicas da amida A, com
possivel contribuicdo de grupos O—H. Na regido de 3.070 a 2.874 cm™', foram identificadas
bandas associadas a amida B e as vibragodes de estiramento C—H dos grupos CH: e CHs.

Adicionalmente, observaram-se bandas em aproximadamente 1.630 cm™,
correspondentes a amida I, relacionada principalmente ao estiramento C=O das ligagdes
peptidicas, e em 1.530 cm™, referentes a amida Il, associada as vibracdes de deformacao N—H

e estiramento C—N.

Figura 15 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da quitosana isolada (CS), dos
peptideos de pele de tilapia do Nilo (PPTN), da biomembrana controle (CS-PEG) e das biomembranas contendo
PPTN nas concentragdes de 600 e 1.000 pg/mL (CS-PEG-PPTN).
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Fonte: O autor

A comparacdo entre a quitosana isolada e a membrana controle evidenciou alteragdes
espectrais apos o processamento da matriz polimérica. Destacou-se o deslocamento da banda
correspondente as vibragdes O—H/N—H, de aproximadamente 3.458 para 3.300 cm™, além de

modificagdes na regido de 1.031-1.157 cm™ para aproximadamente 990-1.065 cm™,
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relacionada as vibragdes C—O—C e C-O. Essas alteracdes podem estar associadas ao processo
de formagao das membranas e a presenca dos plastificantes polietilenoglicol 400 e glicerina,
capazes de modificar o ambiente quimico dos grupos funcionais da quitosana. Hasan et al.
(2021) observaram alteracdes espectrais em sistemas contendo quitosana e polietilenoglicol,
enquanto Li et al. (2020) descreveram modificagdes nas bandas caracteristicas da quitosana
apos sua associagdo com peptideos.

As biomembranas contendo PPTN apresentaram perfis espectrais semelhantes aos da
membrana controle, com alteracdes discretas, possivelmente relacionadas a baixa proporcao de
peptideos incorporados e a sobreposicdo das bandas caracteristicas dos componentes da
formulacao. Entretanto, a biomembrana contendo 1.000 pg/mL de PPTN apresentou banda
mais pronunciada proxima de 1.560 cm™' em comparagdo a formulagdo de 600 pg/mL. Essa
alteragdo pode estar associada a maior concentragdo de peptideos e a possiveis interagdes entre
os grupos amino protonados da quitosana (-NHs") e os grupos carboxilato dos peptideos (—
COQ). Li et al. (2020) observaram modificacdes espectrais em filmes de quitosana contendo
peptideos de diferentes origens, sugerindo a participagdo de ligagdes de hidrogénio e possiveis
interacoes eletrostaticas na organizacao da matriz.

Em conjunto, os resultados de FTIR sdo compativeis com a incorporagdo dos PPTN a
matriz de quitosana e sugerem a participagao de interagdes predominantemente nao covalentes,
incluindo ligacdes de hidrogénio e possiveis interagdes eletrostaticas. Entretanto, a
sobreposi¢do das bandas espectrais ndo permite determinar isoladamente a natureza ou a
intensidade dessas interagdes, sendo necessdria cautela na interpretacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos. Devernois e Coradin (2023) destacam a complexidade das interagdes
em sistemas poliméricos de quitosana associados a componentes proteicos e a necessidade de

caracterizagdes complementares para compreender sua organizagao estrutural.

6.4 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A analise por difracdo de raios X (DRX) foi realizada para investigar as caracteristicas
de organizacao estrutural da quitosana e as possiveis modificagdes decorrentes da formagao das
biomembranas e da incorporacdo dos peptideos de pele de tilapia do Nilo (PPTN) (Fig. 16). A
técnica permite avaliar qualitativamente a organizagdo cristalina e amorfa de matrizes
poliméricas, sendo amplamente utilizada na caracterizagdo de filmes de quitosana e

biomateriais destinados a reparacao tecidual (Li ez al., 2020; Moreira et al., 2023).
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Figura 16 — Difratogramas de raios X (DRX) da quitosana isolada (CS), dos peptideos de pele de tilapia do Nilo
(PPTN), da biomembrana controle (CS-PEG) e das biomembranas contendo PPTN nas concentra¢des de 600 e
1.000 pg/mL (CS-PEG-PPTN).
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A quitosana isolada apresentou reflexdes largas caracteristicas de sua natureza
semicristalina, localizadas aproximadamente em 260 = 9-10° e 20°. Esses sinais estdo
relacionados a presenca de dominios relativamente organizados na estrutura polimérica, cuja
estabilidade ¢ influenciada, entre outros fatores, por ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares. Resultados semelhantes foram descritos por Moreira et al. (2023), que
identificaram reflexdes em aproximadamente 10,52° e 19,94°, caracteristicas da organizagao
semicristalina da quitosana.

Apos a formacdo das biomembranas, observou-se alargamento € menor definigdo das
reflexdes caracteristicas da quitosana, sugerindo modificagdes na organizagdo das cadeias
poliméricas e redu¢do da ordem estrutural relativa da matriz. Esse comportamento pode estar
associado as etapas de dissolugdo, moldagem e secagem, bem como a incorporagao de glicerina
e polietilenoglicol 400 (PEG 400), que podem interferir na organizacao das cadeias e na rede
de ligagdes de hidrogénio do polimero. Moreira et al. (2023) observaram reducdo da
organizacdo cristalina da quitosana apos sua solubilizacdo e formacao de filmes. De maneira
semelhante, estudos com filmes de quitosana plastificados com glicerina demonstraram
modificacdes na intensidade das reflexdes e na organizacdo estrutural da matriz, embora a
magnitude e a dire¢do dessas alteragdes dependam da composicdo e das condi¢des de
processamento (Schnabl et al., 2023).

As biomembranas contendo 600 e 1.000 pg/mL de PPTN apresentaram perfis de

difracdo semelhantes aos da membrana controle, sem surgimento de novas reflexdes cristalinas
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intensas. Esses resultados sugerem que a incorporagao dos peptideos ndo promoveu a formagao
de uma fase cristalina adicional detectavel nas condigdes experimentais empregadas, sendo
compativeis com sua presen¢a em estado predominantemente amorfo ou disperso na matriz
polimérica. Li et al. (2020), ao investigarem filmes de quitosana contendo peptideos de
diferentes fontes proteicas, observaram modificagdes nas reflexdes caracteristicas do polimero
apos a incorporagdo dos compostos, indicando que as interagdes entre os componentes podem
influenciar a organizacdo dos dominios cristalinos da matriz.

Dessa forma, os resultados de DRX complementam as observacdes obtidas por
microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (FEG-MEV) e espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), indicando que o processamento das
membranas modificou a organizagdo estrutural da quitosana, enquanto a incorporagdo dos
PPTN nao resultou em alteragdes cristalinas adicionais expressivas. Entretanto, a auséncia de
novos picos ndo comprova, isoladamente, a dispersao molecular homogénea dos peptideos,
nem permite quantificar a cristalinidade sem procedimentos especificos de analise dos

difratogramas.

6.5 GRAU DE INTUMESCIMENTO DAS MEMBRANAS DE QT INCORPORADO AO
PPTN

Este ensaio avaliou o grau de intumescimento (GI) e a capacidade de absorcao de
fluido, de membranas de QT puras e incorporadas com PPTN em trés meios que simulam os
tipos de exsudato produzidos no corpo humano, com diferentes composi¢des fisico-quimicas,
simulando a secre¢do aquosa, exsudato fluido e exsudato viscoso.

O GI das membranas variou de acordo com a composi¢do da formulagao € o meio
analisado. Avaliando cada formula¢ao individualmente, houve aumento estatistico do GI da
membrana controle nos diferentes meios (PBS < exsudato fluido < exsudato viscoso) tanto apds
contato por 24 h quanto 48 h. As membranas contendo PPTN também apresentaram variagao
no GI de acordo com o meio testado, sendo que o GI das amostras com 600 pg/mL nos meios
exsudatos fluido e viscoso foi significativamente maior do que em PBS nos dois tempos
analisados. Por outro lado, nesta formulacdo a viscosidade do meio de exsudato ndo afetou o
GI. Ja a formulagdo com 1000 pg/mL apresentou GI significativamente maior no meio mais
viscoso nos dois tempos analisados.

O GI das membranas também foi avaliado em cada meio que simula os tipos de

exsudato corporal. Em meio aquoso (tampao fosfato pH 6,0) observou-se os menores valores
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de GI (Fig 17), sem diferenga estatistica entre as amostras, tanto no tempo 24h quanto no tempo
48h (p>0,05).

No meio exsudato fluido, os valores de absor¢ao de liquido foram mais expressivos
que no meio aquoso, em ambos os tempos 24 e 48h. A interacdo da quitosana com ions
bivalentes como Ca?*" pode promover uma expansdo da matriz, facilitando o intumescimento

(Rinaudo et al., 2006).

Figura 17 — Grau de intumescimento (% = DP) das membranas em diferentes meios simulados (24h e 48h).
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Fonte: O autor

Neste meio, a membrana com 600 pg/mL apresentou o maior valor médio de GI em
24 h (2250,39 + 64,98%) com diferenca em relagdo ao controle QT (p<0,0001). O aumento da
absorcao de liquido pela membrana com 600 pg/mL de peptideos se deve possivelmente por
facilitar a interagdo de 4gua com o polimero via aminoacidos hidrofilicos presentes nos
peptideos (Zhang et al., 2021). Entretanto, houve leve redugao da absorcao de fluidos no tempo
48 h, sugerindo reorganizacdo da estrutura ou liberacdo dos peptideos. Ja a formulagao com
1000 pg/mL apresentou menor intumescimento com diferenca em relagao a formulagdo com
600 pg/mL em 24 e 48 h (p=0,0001 e p=0,0151, respectivamente) (Fig 17), o que pode estar
relacionado ao efeito de saturacdo da matriz polimérica, tornando-a mais densa e menos
permeével (Szymanska et al., 2015).

Segundo Rinaudo (2006), a QT possui alta capacidade de interagdo com agua e ions,
devido aos seus grupos amino livres. A presenca de peptideos hidrofilicos ou hidrofobicos pode
alterar essa afinidade, influenciando diretamente o intumescimento. Além disso, Zhang et al.

(2021) destacam que as biomoléculas extraidas de tilapia, agregadas a biopolimeros podem
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oferecer vantagens funcionais, mas também tornar complexo o comportamento fisico-quimico
do material.

No meio exsudato viscoso, que simula secrecdoes purulentas, todos os grupos
apresentaram elevados graus de intumescimento. A matriz polimérica da quitosana € sensivel a
alteracdo de pH promovida pelo NaOH, presente na formulagdo do exsudato viscoso, o que
favorece as propriedades higroscopicas da membrana (Costa et al.,2019). Nao houve, diferenga
estatistica entre as formulagdes em 24 h, contudo, a formulagao com 1000 pg/mL de peptideos
apresentou maior absorcdo em 48 h comparado a formulacao controle (p=0,0033), sugerindo
absor¢ao lenta de fluidos em ambientes viscosos.

Esses resultados sugerem que a adi¢do de peptideos de tilapia afetaram o desempenho
da membrana quanto a absor¢do de fluidos. Entretanto, a composi¢do do meio simulador
também exerceu impacto sobre o comportamento de intumescimento, sendo mais intensa em

meios com sais ou componentes viscosos.

6.6 TAXA DE TRANSMISSAO (TTVA) E PERMEABILIDADE (PVA) AO VAPOR DE
AGUA

Os resultados obtidos com membranas de QT carregadas com PPTN indicam que a
incorporagao de PPTN reduziu significativamente a permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
(Tabela 1). Essa reducdo pode ser atribuida as interagdes entre os peptideos e as cadeias
poliméricas de QT, que alteram o arranjo da matriz e aumentam a tortuosidade da estrutura
interna das membranas de QT carregadas com PPTN, provavelmente reduzindo essas vias de
difusdo e contribuindo para seus menores valores de permeabilidade (Zhou ef al., 2016).

A incorporacao de PPTN pode ter melhorado a uniformidade da membrana, ao mesmo

tempo que interrompeu parcialmente as interagdes intermoleculares dentro da rede de QT.

Tabela 1 — Permeabilidade e taxa de transmissdo de vapor d’agua das biomembranas de QT (controle) e com
adicdo peptideos de tilapia q 600 e 1000 pg/mL.

Grupo TTVA (g'm>-dia™) PVA (g'mm-m?-dia”-kPa™)
Membrana de controle 156,11 +£12,04 a 2,80+0,22 a
PPTN 600 pg/mL 148,15+ 13,36 a 1,78+ 0,16 b
PPTN 1000 pg/mL 127,80 £19,15a 1,63+0,24b

Fonte: O autor
Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras mintisculas diferentes na mesma coluna indicam
diferengas significativas entre os grupos, conforme determinado pela ANOVA e pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Um curativo ideal deve manter um ambiente imido, prevenindo a desidratacao
excessiva ou o acumulo de exsudato. Curativos com permeabilidade muito baixa podem levar

a retenc¢do excessiva de umidade e a maceragdo do tecido circundante, enquanto materiais
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altamente permeaveis podem causar desidratacdo do leito da ferida, prejudicando a migragao
celular e a regeneragdo tecidual (Boateng et al., 2008). Os valores de TTVA sugerem que as
membranas de QT carregadas com PPTN permitem a troca controlada de vapor de agua, o que
pode ajudar a manter a hidratacao adequada do local da ferida e melhorar as propriedades de

barreira do curativo, permitindo ainda o equilibrio da umidade (Rhim et al., 20006).

6.7 PROPRIEDADES MECANICAS

A membrana de QT controle apresentou a maior resisténcia a tragao (54,61 MPa), com
diferenca estatistica em relagdo a membrana de QT carregada com 1000 pg/mL de PPTN
(p=0,0181), com tensdo maxima de 36,32 MPa (Tabela 2). Apesar da melhoria na uniformidade
estrutural resultante da incorporacdo de PPTN, conforme visualizado nas imagens de FEG-
MEY, a resisténcia a tracdo diminuiu com a incorporagao do peptideo, sugerindo que o PPTN
interrompeu parcialmente as interagoes intermoleculares dentro da rede de QT, alterando as

propriedades mecanicas da matriz (Rinaudo et al., 2006).

Tabela 2 — Propriedades mecanicas das membranas de QT controle e das membranas contendo PPTN nas
concentragdes de 600 e 1000 pg/mL.

Grupo Resisténcia a tragio Alongamento na Moédulo de Young
(MPa) ruptura (%) (MPa)
QT (Controle) 54,61 +7,02 a 7,62+497 a 1582,96 + 141,63 a
QT + 600 pg/mL PPTN 45,29+ 10,85 a,b 529+5,18a 2226,52 + 782,51 a
QT + 1000 ug/mL PPTN 36,32 +£8,49b 6,26 +725a 1734,61 £341,44 a

Fonte: O autor
Resultados expressos como média + desvio padro (n = 5). Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os grupos, conforme determinado pela ANOVA e pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As deformagdes foram semelhantes entre os grupos, mas com alta variabilidade
(coeficiente de variacdo 5%), indicando heterogeneidade estrutural. Apesar de nao haver
diferenca estatistica, a maior taxa de deformacao média foi observada também na membrana
controle QT. O que corrobora com os dados que apontando maior resisténcia a tragdo para a
membrana QT, sugerindo que a adicdo de biomoléculas como os peptideos, pode alterar a
maleabilidade da estrutura (Alemdaroglu et al., 2006).

O parametro de modulo de Young apresentou maior valor médio, sem diferenga
estatistica, na membrana com 600 pg/mL (2226,52 MPa), o que pode ser reflexo de interacdes
intermoleculares intensas entre QT, peptideos e plastificantes. Contudo, o comportamento da

membrana 1000 pg/mL reduziu o médulo para 1734,61 MPa, sugerindo que a adicao dos PPTN
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aumentou a interagdo destes com agentes plastificantes, reduzindo a resisténcia estrutural da
membrana (Zhang et al., 2021).

Portanto, os ensaios de tragdo mecanica demonstraram que a incorporacao de
peptideos bioativos da pele de tilapia as membranas de QT com glicerina e PEG, influenciaram
suas propriedades fisicas e mecanicas, em particular na membrana 1000 pg/mL.

Esses achados reforcam que o equilibrio entre os componentes estruturais da
membrana ¢ essencial para o desempenho mecanico adequado, especialmente em aplicagdes
biomédicas como curativos para feridas. A formula¢do com 600 pg/mL aponta para um ponto
de equilibrio interessante entre rigidez e flexibilidade, enquanto a formulagdo com 1000 pg/mL
pode ser mais indicada para contextos em que se deseje maior maleabilidade e menor

resisténcia.

6.8 BIODEGRADACAO in vitro

O ensaio de biodegradagdo in vitro foi realizado em solucdo de lisozima, com o
objetivo de avaliar a perda de massa das biomembranas em condi¢des de exposicao enzimatica
controlada. A lisozima ¢ uma enzima presente em diferentes secre¢des bioldgicas, como saliva,
lagrimas e muco, que pode participar da degradagdo de determinados polimeros. A
biodegradacdo foi avaliada por meio da perda percentual de massa (%) ao longo de 14 dias,
com medig¢des nos dias 1, 4, 7, 10 e 14. Os resultados demonstraram aumento progressivo da
perda de massa nas biomembranas controle de quitosana (QT) e nas formulagdes contendo
peptideos de pele de tilapia do Nilo (PPTN), evidenciando a suscetibilidade desses materiais as
condigdes experimentais empregadas.

As biomembranas de QT (controle) apresentaram perda de massa inicial variavel, com
valores individuais entre 0 e 43% no primeiro dia, aumentando progressivamente até o décimo
quarto dia, quando foram observadas perdas entre 57 e 78%. As formulacdes contendo 600 e
1.000 pg/mL de PPTN apresentaram comportamento temporal semelhante, com variagdes
numéricas nas médias de degradagdo durante o periodo experimental (Fig. 18). Entretanto, as
comparagoes realizadas entre as formulacdes em cada periodo de avaliagdo ndo demonstraram
diferencgas estatisticamente significativas, indicando que a incorporagdo dos peptideos, nas
concentragdes investigadas, ndo produziu alteragdes estatisticamente demonstraveis na perda

de massa em relagdo a biomembrana controle.
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Figura 18 — Perda de massa percentual média (= DP) das biomembranas de quitosana incubadas em solugdo de
lisozima (1,5 mg/mL) a 37°C nos dias 1,4, 7, 10 e 14.
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Fonte: O autor

A biomembrana contendo 600 pg/mL de PPTN apresentou perda média de massa de
35,71 £ 25,40% no primeiro dia, 44,71 + 11,63% no quarto dia, 79,04 + 7,19% no décimo dia
e 80,75 = 8,35% no décimo quarto dia. Foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas entre D1 e D10 (p = 0,0045), D1 e D14 (p = 0,0030), D4 ¢ D10 (p = 0,0334) e
D4 e D14 (p = 0,0232). Esses resultados evidenciam aumento significativo da perda de massa
ao longo de determinados intervalos experimentais dentro dessa formulagdo, sem caracterizar
superioridade em relacao as demais biomembranas.

A formulagdo contendo 1.000 pg/mL de PPTN apresentou perda média de massa de
34,62 + 3,30% no primeiro dia, aumentando para 69,64 + 6,43% no sétimo dia, 75,63 = 11,70%
no décimo dia e 78,42 + 8,76% no décimo quarto dia. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre D1 e D7 (p = 0,0044) e entre D1 ¢ D10 (p = 0,0010),
demonstrando aumento da perda de massa durante o periodo de incubagao. Embora os valores
médios tenham aumentado ao longo do experimento, esse comportamento ndo permite
estabelecer maior capacidade de biodegradacao em comparagdao a biomembrana controle ou a
formulacao contendo 600 pg/mL de PPTN.

A biomembrana controle, constituida exclusivamente pela matriz de QT sem
incorporagdao de PPTN, também apresentou aumento progressivo da perda de massa, atingindo
68,05 £ 6,37% no décimo dia e 69,96 = 11,18% no décimo quarto dia. A andlise estatistica
demonstrou diferencas significativas entre D1 e D7 (p = 0,0039), D1 e D10 (p =0,0014), D1 e
D14 (p = 0,0009), D4 e D10 (p = 0,0308) e D4 e D14 (p = 0,0204). A proximidade entre os
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valores médios obtidos nos dias 10 e 14 sugere menor variagdo da perda de massa nesse
intervalo final, embora ndo permita afirmar estabilizagdo do processo sem confirmagao
estatistica especifica.

Esse comportamento ¢ compativel com a suscetibilidade da quitosana a degradagao
em meio enzimatico contendo lisozima, conforme descrito por Berger ez al. (2004). A quitosana
¢ um polissacarideo cujas ligagdes glicosidicas B-(1—4) podem ser suscetiveis a clivagem
enzimatica, sendo a extensdo da degradacdo influenciada por caracteristicas como o grau de
desacetilacdo, a organizagdo das cadeias poliméricas, a acessibilidade dos sitios de acao
enzimatica e as condi¢des do meio experimental.

A avaliagdo comparativa das formulagdes em cada periodo experimental ndo
identificou diferengas estatisticamente significativas. Aos 14 dias, as biomembranas contendo
600 e 1.000 pg/mL de PPTN apresentaram perdas médias de massa de 80,75 + 8,35% e 78,42
+ 8,76%, respectivamente, enquanto a biomembrana controle apresentou perda de 69,96 +
11,18%. Embora as médias das formulagdes contendo peptideos tenham sido numericamente
maiores a do controle, a auséncia de significancia estatistica impede concluir que a incorporagao
dos PPTN tenha promovido aumento da biodegradagdo da matriz polimérica.

As variagdes numéricas observadas podem estar relacionadas as caracteristicas fisico-
quimicas das formulagdes, incluindo a presenga de componentes hidrofilicos e possiveis
modificacdes na organizacdo da matriz polimérica. A incorporacdo de peptideos pode
influenciar as interagdes intermoleculares e o comportamento de hidratacdo das membranas,
com possiveis repercussdes sobre a acessibilidade do meio enzimdtico. Estudos envolvendo
sistemas poliméricos modificados por componentes bioativos discutem a influéncia da
composicdo e da organizacdo estrutural sobre propriedades como absor¢do de agua,
permeabilidade e degradacao (Liu ef al., 2022; Gomes et al., 2017). Entretanto, no presente
estudo, essas possibilidades devem ser consideradas hipoteses explicativas, uma vez que nao
foram demonstradas diferencas estatisticamente significativas entre as formulagdes quanto a
perda de massa.

Adicionalmente, a presenca de grupos polares e de aminoécidos hidrofilicos nos
peptideos pode modificar as interagdes entre os componentes da formulagido e o meio aquoso,
influenciando potencialmente a hidratacdo e a organizacdo da matriz. Essas interacdes sdo
relevantes para a compreensdo do comportamento de sistemas poliméricos contendo
componentes bioativos (Zhang ef al., 2020; Liang ef al., 2015; Zhou et al., 2019). Contudo, os
resultados obtidos ndo permitem afirmar que os PPTN tenham facilitado diretamente a hidrolise

enzimatica da quitosana ou acelerado a degradacdo das biomembranas.
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Deve-se considerar, ainda, que a perda de massa determinada pelo método empregado
pode resultar tanto da degradagdo da matriz polimérica quanto da solubilizag¢ao ou liberagao de
componentes presentes nas formulagdes. Dessa forma, os valores obtidos ndo representam
necessariamente, de maneira exclusiva, a clivagem enzimatica das cadeias de quitosana. Além
disso, o ensaio realizado com lisozima constitui um modelo experimental simplificado, nao
reproduzindo integralmente a diversidade de enzimas, células e mediadores presentes no
microambiente de uma ferida.

Em conjunto, os resultados demonstram que todas as biomembranas apresentaram
perda progressiva de massa durante os 14 dias de incubagdo em solucdo de lisozima, com
diferengas estatisticamente significativas entre determinados periodos dentro de cada
formulacdo. Embora as membranas contendo PPTN tenham apresentado médias
numericamente superiores as do controle ao final do experimento, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Portanto, os resultados sustentam a
suscetibilidade das biomembranas a degradagdo nas condi¢des avaliadas, mas ndo permitem
atribuir a incorporagao dos PPTN um efeito comprovado de aceleragdo da biodegradacao. Esse
comportamento contribui para a caracterizagao fisico-quimica dos materiais desenvolvidos e
fornece informacodes relevantes para sua investigacao como coberturas bioativas destinadas ao

tratamento de feridas.

6.9 RETRACAO CICATRICIAL

A retracao da ferida € um fendomeno essencial para a redugdo da area lesionada durante
a cicatrizacao, resultado da acdo coordenada de fibroblastos, miofibroblastos e reorganizacgao
da matriz extracelular, podendo ser considerada um marcador indireto da eficiéncia da
cicatrizagdo. (Hinz, 2007).

Observou-se um aumento progressivo na retragdo da ferida em todos os grupos
experimentais (G1-G4) ao longo do tempo, com efeitos estatisticamente significativos do
tratamento, do tempo e da sua interacao (p < 0,0001; Fig. 19).

No sétimo dia, os grupos com membrana de QT + PPTN (G2 e G3) exibiram
percentagens de retracdo da ferida mais elevadas (45,56 + 8,22% e 55,73 £ 15,39%) em
comparagdo com os grupos de controle G1 e G4 (36,60 = 3,36% e 9,97 £ 2,98%,
respetivamente), com uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,0001) em relagao ao
G4 (membrana de QT + PPB), que apresentou os valores de contracdo mais baixos ¢ uma

resposta inicial menos pronunciada (Fig. 19).
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Tais resultados, apontam que a aplicacdo topica dos PPTN na matriz sélida da
membrana promoveu um efeito bioestimulante sobre os fibroblastos e miofibroblastos, quando
comparado aos controles. Peptideos de colageno de peixes, especialmente os derivados da pele
de tilapia, vém sendo apontados como potentes agentes cicatrizantes, através da ativacdo de
genes que promovem a expressao de fatores de crescimento como TGF-$ ¢ VEGF (Huang ef

al.,2019; Xu et al., 2021).

Figura 19 — Retragdo da ferida nos grupos experimentais nos dias 1, 7, 14 e 21. G1: membrana de QTcontrole
(negativo); G2: membrana de QT carregada com 600 pg/mL de PPTN; G3: membrana de QT carregada com
1000 pg/mL de PPTN; G4: membrana de QT carregada com PPB (controle positivo).
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Fonte: O autor
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Figura 20 — Percentual de retrac@o. Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 4). Diferencgas
significativas entre os grupos foram determinadas por ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni (p < 0,05).
Significancia estatistica: (p > 0,05); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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Fonte: O autor

Ainda, tais achados sugerem que, embora os PPB sejam bem estabelecidos como um
material bioativo, o PPTN induziu um efeito estimulatorio inicial mais intenso sobre a retracao
cicatricial em relacao ao tratamento controle com PPB. Esta resposta inicial aumentada esta de
acordo com a capacidade relatada dos peptideos de colageno de origem marinha em regular
positivamente mediadores-chave deste processo, promovendo assim a ativacao de fibroblastos
e acelerando a contragdo da ferida (Gao et al., 2024).

A area de contragdo da ferida aumentou acentuadamente em todos os grupos no 14°
dia, entretanto, o grupo G2 membrana de QT + PPTN 600 pg/mL, manteve uma diferenga
estatisticamente significativa em comparagdo com G3 (p = 0,0157) e G4 (p = 0,0016),
demonstrando um desempenho de retragdo superior. Esses achados sugerem uma modulagao
mais eficiente da fase proliferativa. A contracdo sustentada observada em G2 pode estar
associada a uma interagdo mais favoravel entre o PPTN e a matriz de QT, promovendo
bioatividade local prolongada, ativagdo celular e remodelagdo da matriz extracelular (Moura et
al.,2013; Zimba et al., 2024).

No 21° dia, todos os grupos apresentaram alta contragcdo da ferida, com G2 e G3
exibindo os valores mais elevados. Embora nao tenham sido observadas diferengas
significativas entre os grupos nesta fase (p > 0,05), o grupo G2 manteve a maior contragao
média, sugerindo um processo de remodelagdo tardia mais eficiente. De modo geral, as

membranas de QT + PPTN promoveram a contragdo inicial e a remodelagdo tecidual



92

sustentada, com a formulag@o de 600 pg/mL (G2) apresentando desempenho consistentemente
superior. Esses achados destacam o papel crucial da concentragdo do peptideo na modulagao da

biodisponibilidade e das respostas biologicas.

6.10 ANALISE HISTOLOGICA

Com base nos dados avaliados no experimento in vivo, tendo o infiltrado de neutréfilos
como parametro, analisados por histologia nas trés fases distintas do processo inflamatério, foi
possivel interpretar o comportamento celular neutrofilico ao longo do tempo (dias 7, 14 ¢ 21)
nos diferentes grupos experimentais.

A andlise histologica da infiltracdo de neutrofilos induzida pelo tratamento com as
membranas com PPTN e PPB foi utilizada para avaliacdo do grau de inflamag¢do aguda por se
tratar de um marcador classico da fase inflamatdria inicial da cicatrizacao tecidual (Eming et
al.,2007).

No dia 7 (D7), observou-se que o grupo G2 (membranas com PPTN 600 pg/mL)
apresentou infiltrado inflamatorio médio de 13,00 + 4,25, com diferenca estatistica (p=0,023)
em relagdo ao grupo controle positivo (G4) com média e desvio de 5,75 £ 3,50 neutrofilos
respectivamente (Fig 21). Dessa forma, a resposta celular inflamatéria para o grupo G2, sugere
que o tratamento com esta forma farmacéutica e concentragdo, proporciona uma resposta aguda
inicial intensa (Fig 22). Conhecidos por seu potencial cicatrizante os PPTN estimulam uma
resposta inflamatoria inicial induzida por quimiotaxia. Essa resposta pode ser benéfica, pois a
inflamagao controlada ¢ essencial para a progressdao ordenada da cicatrizagdo (Spiller et al.,

2017).
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Figura 21 — Infiltrado de células inflamatorias (principalmente neutrdfilos), nos dias 7, 14 € 21 nos grupos G1 a
G4. Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas por ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni
(p < 0,05). Significancia estatistica: **p < 0,01.
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Fonte: O autor

No dia 14 (D14) do experimento, o grupo G3 ainda apresentava niveis elevados de
células inflamatorias dentre os grupos com 9,5 + 3,35 neutrofilos, apresentando diferenga
estatistica com G1 (p=0,035). Tais resultados sugerem que a liberacdo de peptideos na
membrana foi mais prolongada e possivelmente manteve a ativagao de células do sistema imune
inato. Os PPTN, como sugerido por Liang et al. (2015), podem estimular o recrutamento celular
prolongado e angiogénese, mesmo apos o pico inflamatdrio.

Estes resultados estdo de acordo com estudos que mostram que a combinagao de
biomateriais contendo ativos derivados de proteina animal como QT + PPTN, podem
desencadear uma resposta inflamatoria inicial intensa, como forma de reconhecimento e
degradagdo do material e prolonga-la por mais tempo (Anderson et al., 2008).

No dia 21, o grupo G4 (PPB com 1000 pg/mL) apresentava o mais elevado infiltrado
inflamatoério (5,0 £ 1,75). Isso sugere que a formulagdo com peptideos bovinos pode estar
associada a uma ativagdo de resposta imunologica tardia, que pode retardar resolucdo da

inflamagao e potencialmente interferir negativamente no processo cicatricial.
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Figura 22 — Fotomicrografia com aumento de 400% em laminas coradas com hematoxilina e eosina no 7° dia nos
grupos G1 a G4, setas negras indicam infiltrado de células de neutréfilos mais intenso em G2.
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Fonte: O autor

A literatura ja demonstrou que peptideos colagénicos bovinos, embora biocompativeis,
podem conter epitopos antigénicos residuais, capazes de estimular uma resposta imune mais
tardia e intensa, especialmente em formulagdes sem tratamento imunomodulador (Silva et al.,
2020).

Além disso, proteinas e aminoacidos de fonte bovina sd3o potencialmente mais
reconhecidos como xendgenos por hospedeiros ndo bovinos, aumentando o risco de resposta
inflamatoria cronica ou formagao de granulomas (Aamodt et al., 2019).

A neovascularizacdo e angiogénese, sdo eventos chave na fase proliferativa da
cicatrizacdo tecidual, essencial para oxigenacdo, aporte de nutrientes e remogao de residuos
metabolicos no leito da ferida (Tonnesen ef al., 2000).

Portanto, na fase inflamatoria D7, ndo ocorreram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos, sugerindo acdo pré-angiogénica equivalente entre os tratamentos nos grupos
avaliados durante este periodo.

No D14 os grupos G2 ¢ G3 da membrana de QT com PPTN apresentaram o maior
numero de vasos sanguineos, com diferenca estatistica para G2 em relagdo a G1 (Fig. 23).

Portanto o grupo G2 se destaca com 11,00 + 3,35 vasos contra (4,25 £+ 1,22 vasos) de G1 (Fig.
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23), demonstrando que a membrana PPTN 600 ug/mL, foi mais eficiente. Esses dados
corroboram estudos que indicam que o PPTN promove a expressdo de VEGF e a migragdo de

células endoteliais (Lima et al., 2021).

Figura 23 — Contagem de vasos sanguineos, neovascularizacdo no 14° dia. Resultados expressos como média +
desvio padrao (n = 4). Diferengas significativas entre os grupos foram determinadas por ANOVA de duas vias e
teste de Bonferroni (p < 0,05). Significancia estatistica **p < 0,01.
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Portanto, tais dados indicam que a QT isolada induziu angiogénese menos expressiva,
possivelmente por sua estrutura polimérica menos bioativa do que a matriz incorporada com
compostos ativos (Jayakumar et al., 2011).

No dia 21 a regressao fisioldgica dos vasos formados ¢ evidenciada pela redugdo na
contagem de vasos em todos os grupos. Ainda assim, os grupos G2 e G3 mantiveram niveis
mais elevados de vasos neoformados, sugerindo que os PPTN podem prolongar a atividade
angiogénica, retardando a regressao capilar, o que pode ser vantajoso em feridas cronicas ou de

dificil cicatrizagao.
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Figura 24 — Fotomicrografia com aumento de 400% em ldmina corada com hematoxilina e eosina no 14° dia nos
grupos G1 a G4. Setas negras apontam maior contagem de vasos sanguineos (neovascularizagdo) no tratamento
membrana PPTN 600 pg/mL.

Fonte: O autor

A adicdo de PPTN a matrizes de QT na forma de membranas, demonstrou efeito
positivo na indu¢do e manutengdo da neovascularizagdo em feridas. A dose de 600 pg/mL
mostrou-se mais eficaz em todos os tempos, especialmente no periodo critico de 14 dias. Tais
resultados reforcam o potencial terapéutico dos PPTN no reparo tecidual, que promoveram
angiogénese robusta e sustentada.

A avaliacdo histologica das estruturas vasculares permitiu caracterizar aspectos da
vascularizagdo presentes no tecido de reparacao durante os periodos experimentais. Entretanto,
a contagem de vasos, isoladamente, ndo constitui evidéncia suficiente para demonstrar
angiogénese funcional, uma vez que nao foram realizadas avaliagdes especificas da perfusao,
maturacdo ou funcionalidade vascular. Assim, os resultados devem ser interpretados como
altera¢des na quantidade de estruturas vasculares identificadas histologicamente, sem permitir
afirmar que a incorporagdo dos PPTN tenha promovido formag¢do de uma rede vascular

funcional.
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A presenca e a atividade dos fibroblastos sdo essenciais no processo de cicatrizagao de
feridas, especialmente durante as fases de proliferacdo e remodelamento. Esses elementos
celulares sdo responsaveis pela sintese de colageno e matriz extracelular, essenciais para a
formacao do tecido de granulacao e reorganizacao tecidual (Zhang ef al., 2019).

Apesar de ndo ocorrerem diferengas significativas, os resultados demonstraram
tendéncias a maiores contagens médias de fibroblastos para os grupos que receberam tratamento
com PPTN grupos G2, G3 (Fig. 25 ¢ 26).

As contagens médias de fibroblastos para o grupo G3 (membrana 1000 ug/mL de
PPTN) nos dias 14 e 21 do experimento (Fig. 25), sugerem que esta concentragcdo de peptideos
pode induzir a migracao precoce deste grupo celular, ainda na fase proliferativa, possivelmente
pelo aumento na expressao do gene FGF-B, que estimula o crescimento e proliferagdo de

fibroblastos.

Figura 25 — Contagem de fibroblastos nos grupos G1 a G4, dias ¢,14 ¢ 21. Resultados expressos como média +
desvio padrdo (n = 4). Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas por ANOVA de duas vias e
teste de Bonferroni (p < 0,05).
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Esses achados corroboram com estudos que demonstram que peptideos derivados da
pele de tilapia possuem propriedades bioativas capazes de modular a resposta inflamatoria e
estimular a proliferacdo de fibroblastos, além de promover a angiogénese e reorganizacao do
tecido lesionado (Lima et al., 2021; Zhang et al., 2019).

Esta resposta ainda que discreta, nesta fase do processo cicatricial, pode refletir o
tempo necessario para ativacao celular e recrutamento eficiente dos fibroblastos. Esse padrao ¢
condizente com o que ¢ descrito por Chai et al. (2017), que observaram que matrizes a base de

QT, liberaram de forma ativa peptideos bioativos de tilapia, com a capacidade de modular a



98

migracdo e ativagdo dos fibroblastos. O grupo controle, com QT pura (G1) embora sem
diferencas estatisticas significativas manteve as menores médias de fibroblastos nos dias 14 e
21. Isso evidencia que, embora a QT tenha propriedades bioativas, a auséncia de peptideos
limitou sua eficacia na estimulacao fibroblastica.

A analise histologica dos fibroblastos revelou variagdes nas contagens médias entre as
formulagdes e os periodos experimentais. Embora tenham sido observadas diferengas
numéricas entre determinados grupos, essas variagdes nao apresentaram significancia
estatistica nas comparagoes correspondentes. Portanto, os resultados devem ser descritos como
tendéncias numéricas, ndo sendo possivel afirmar que a incorporagdo dos PPTN tenha
promovido aumento significativo da populacdo fibrobléstica. A interpretacdo desses achados
deve considerar a variabilidade das amostras e a necessidade de investigagdes complementares

para determinar possiveis efeitos dos peptideos sobre a atividade e a proliferagao dessas células.

Figura 26 — Fotomicrografia com aumento de 400x em lamina corada com hematoxilina e eosina no 14° dia no
grupo G2 (A) e 21° dia no grupo G3 (B). Setas negras apontam presenga fibroblastos nos tratamentos membrana
PPTN 600 pg/mL e 1000 pg/mL nos dias 14 ¢ 21 respectivamente.
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Fonte: O autor

A contagem de colageno apresentou contagens médias mais elevadas no grupo tratado
com a membrana de QT carregada com 1000 pg/mL de PPTN (G3), particularmente no 21° dia,
similar ao controle positivo, o grupo carregado com PPB (Fig. 26). O tratamento com PP TN na
dose de 1000 pg/mL resultou em um aumento estatisticamente significativo de colageno do 7°
ao 21° dia (p = 0,0002), o que pode estar relacionado ao aumento progressivo na contagem de
fibroblastos para este grupo, com maior presenca de fibras de coldgeno e mais densas sugerindo
uma remodelacao tecidual eficaz, estruturada e organizada.

O colageno tipo I, representado pelas fibras vermelhas nas laminas coradas com

Picrossirius Red nos dias 14 e 21 (Fig. 27), forneceu dados essenciais sobre a maturacao da
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matriz extracelular durante a cicatrizacao da pele. O colageno tipo I ¢ a forma predominante em
estagios avangados da cicatrizagdo e esta associado ao aumento da resisténcia mecanica da
ferida (Darby et al., 2014).

O colageno tipo III, representa a forma imatura do coldgeno depositada nas fases
iniciais do processo de reparagdo tecidual. Sua sintese ¢ estimulada principalmente durante a
fase proliferativa da cicatrizagdo, sendo produzida por fibroblastos recém-ativados para
constituir uma matriz extracelular provisoria, caracterizada por fibras mais finas, frouxamente
organizadas e com menor resisténcia ténsil quando comparadas ao colageno tipo I (Xue et al.,
2015).

Figura 27 — Contagem de contagem de fibras de colageno nos grupos G1 a G4, dias 7,14 e 21. Resultados
expressos como média + desvio padrido (n = 4). Diferengas significativas entre os grupos foram determinadas por
ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni (p < 0,05). Significancia estatistica: (p > 0,05); *p < 0,05; **p < 0,01;

*¥¥p < 0,001; *¥***p < 0,0001.
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Embora ndo tenha havido diferengas significativas entre os grupos (p = 0,873),
observou-se uma tendéncia de maiores progressoes médias de colageno tipo I no dia 14 para o
grupo G2 e no dia 21 para o grupo G3 (Fig. 27), ambos os grupos receberam os PPTN nas
concentragdes 600 e 1000 pg/mL respectivamente, reforgando o potencial no estimulo a
deposicao de colageno maturo, para as formulagdes com a adicdo de PPTN, sendo promissora
para futuros estudos e ensaios clinicos.

Ainda, ressalta-se que a QT pode atuar como scaffold bioativo, estimulando
fibroblastos e sintese colagénica, o que pode ter influenciado de forma positiva a deposicao de

colageno. Ademais, formulacdes de liberagcdo lenta com quitosana e peptideos bioativos da pele
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de tilapia, demonstraram acelerar a reorganizacao da matriz extracelular e estimular a deposicao
de colageno tipo I, favorecendo a maturagdo do colageno (Zhang et al., 2022).

As leituras por coloracdo de picrosirius para quantificar a presenca de colageno III,
nao apontou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0.799), nem entre os
tempos de tratamento (p = 0.243). Apesar disso, observou-se variabilidade individual, com

valores mais baixos de colageno tipo I e elevados de colageno 111, no grupo G1 dia 14 (Fig. 28).

Figura 28 — Fotomicrografia com aumento de 400 em lamina corada pela técnica de Picrossirius Red no 2 dia
nos grupos G1 a G4.

Fonte: O autor
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Figura 29 — Colageno tipo I (vermelho) e III (amarelo) no 14° e 21° dias em vermelho (A) Intensidade do tipo I;
(B) Razdo entre os tipos I e I1I. Resultados expressos como média + desvio padrio (n = 4). Diferengas
significativas entre os grupos foram determinadas por ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni (p < 0,05).
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Fonte: O autor

Este achado pode estar associado a uma possivel resposta inflamatéria exacerbada ou
acumulo prolongado de matriz imatura. Portanto a formulacdo apenas com quitosana, sem a
presenga de peptideos bioativos de tilapia, demonstrou resultados menos expressivos na
maturacao colagénica.

Apesar da resposta heterogénea e da auséncia de diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos, observou-se uma tendéncia de maior conversao do colageno
imaturo (tipo III) para sua forma madura (coldgeno tipo I) nos grupos que receberam
membranas de quitosana incorporadas com peptideos da pele de tilapia (PPTN).

Esse achado pode estar relacionado a capacidade bioativa desses peptideos em
modular a atividade fibroblastica e promover um microambiente favoravel ao remodelamento
tecidual. Estudos tém demonstrado que peptideos derivados do colageno de peixes atuam como
matrikinas, estimulando a migragdo e proliferagdo de fibroblastos, aumentando a sintese de
componentes da matriz extracelular e regulando fatores de crescimento envolvidos na

cicatrizagdo, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-f1), um importante

mediador da deposi¢do e maturacao do colageno (Zhang et al., 2022; Song et al., 2019).

6.11 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

O fator de necrose tumoral alfa e a interleucina-6, desempenham papéis fundamentais
na regulacdo das diferentes fases da cicatrizagdo cutinea, atuando desde a modulacdo da
resposta inflamatodria inicial até os eventos relacionados a angiogénese e ao remodelamento

tecidual (Landén et al., 2016).
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A avaliagdo imuno-histoquimica de TNF-a e IL-6 forneceu informagdes importantes
sobre a modulagdo inflamatéria induzida pelas membranas de QT incorporadas com PPTN
durante o processo de cicatrizacao (Fig. 29 e 30). Os perfis de expressao temporal dessas
citocinas sao indicadores criticos do equilibrio entre a sinalizagdo pré-inflamatéria e a
cicatrizagdo, o que impacta diretamente na qualidade e tempo do reparo tecidual.

No sétimo dia de avaliagdo, os niveis de expressio de TNF-a e IL-6 foram
significativamente maiores nos grupos tratados com membranas contendo PPTN, com destaque
para o G2 (p <0,0001) (Fig. 31 A e 31 B). Esse aumento pode ser correlacionado aos achados
histologicos observados no mesmo periodo, caracterizados por maior infiltrado inflamatorio e
pico de angiogénese, bem como a contragcdo macroscopica mais acentuada das feridas.

Considerando o papel dessas citocinas na fase inflamatdria inicial do reparo tecidual,
os resultados sugerem que os PPTN foram capazes de modular a resposta imune local. A sintese
e liberagdo destes mediadores ¢ essencial para o recrutamento celular, neovascularizagio e a
progressdo ordenada da cicatrizacdo (Martin et al., 2015).

No dia 14 a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) persistiu entre os grupos
de tratamento (G2 e G3) em relacdo aos grupos controle negativo (G1) e controle positivo (G4).
Essa expressdo elevada reflete uma ativacao inflamatéria benéfica e controlada e duradora,
consistente com relatos de que os PPTN modulam a producao de citocinas e aceleram o reparo
tecidual (Huang et al., 2024; Mei et al., 2020).

Além disso, a IL-6 contribui para a formagao de tecido de granulagdo e deposigdo de
matriz extracelular, corroborando o aumento na contagem de fibroblastos e na sintese de
colageno observado histologicamente (Johnson et al., 2014).

A resposta inicial mais intensa de citocinas no grupo G2 esté diretamente associada ao
seu desempenho macroscOpico superior, particularmente as maiores taxas de contracao da
ferida nos dias 7 e 14, sugerindo que 600 pg /mL proporciona um equilibrio ideal entre ativagao
inflamatodria e regeneracao. A inflamagdo controlada ¢ essencial para uma cicatrizagao eficaz,
pois promove a liberacao de fatores de crescimento (VEGF e TGF-f), impulsionando assim a
angiogénese ¢ a ativacao de fibroblastos (Spiller ef al.,2017; Tonnensen et al., 2000).

No dia 21 a expressao de TNF-a e IL-6 diminuiu significativamente em todos os
grupos, particularmente no G2 (p < 0,05), correlacionando-se com a redu¢do do infiltrado
inflamatério, o aumento da organizagdo do coldgeno e o fechamento avangado da ferida. Essa
regulacao negativa ¢ crucial para prevenir a inflamag¢ao cronica e a fibrose, permitindo, assim,

a remodela¢do adequada do tecido (Barrientos et al., 2008; Di Pietro et al., 2010).



Figura 30 — Avaliag@o imuno-histoquimica de IL-6 no 14° dia. Nos grupos G1 a G4. Fotomicrografia

representativa da expressdo da area positiva para IL-6 coradas em castanho.
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Fonte: O autor

Figura 31 — Avaliagdo imuno-histoquimica de TNF-a no 14° dia nos grupos G1 a G4. Fotomicrografia
representativa da expressdo da area positiva para TNF-a coradas em castanho.

Fonte: O autor
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Figura 32 — Avaliagdo imuno-histoquimica de TNF-a e IL-6 no 7° ¢ 14° dias. Area positiva para TNF-a (%) em
cada grupo no 7° e 14° dias; (A) Area positiva para IL-6 (%) em cada grupo no 7° e 14° dias (B). Os resultados
sdo expressos como média = desvio padrdo. As diferencas significativas entre os grupos foram determinadas por
ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni (p < 0,05). Significancia estatistica: (p > 0,05); *p < 0,05; **p < 0,01;
**%p < 0,001; ¥***p < 0,0001.
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Observou-se um efeito dose-dependente, com G3 (1000 pg /mL) apresentando um
declinio menos acentuado nos niveis de citocinas, sugerindo sinalizacdo inflamatdria
prolongada. Essa descoberta estd de acordo com evidéncias histologicas de aumento da
atividade de fibroblastos e deposi¢ao de coldgeno, sugerindo estimulacdo proliferativa
sustentada, mas resolucao inflamatoria retardada em concentragdes mais elevadas do peptideo
(Rodrigues et al., 2019).

O aumento inicial de TNF-a e IL-6 promove o recrutamento imune, a angiogénese € a
ativacdo de fibroblastos, enquanto sua subsequente reducdo favorece a remodelacdo da matriz
extracelular e a maturagao tecidual. Assim, a formulagao de 600 pg /mL apresentou o perfil
imunomodulador mais favoravel. Os resultados imuno-histoquimico sdo consistentes com os
achados macroscopicos e histologicos, demonstrando que as membranas de QT incorporadas
com PPTN modulam a cicatrizagao por meio de uma resposta inflamatéria coordenada.

Assim, o perfil imuno-histoquimico refor¢a ainda mais a relagdo entre composigao,
desempenho e resposta biologica observada nas membranas de QT contendo os PPTN. A
formulacao de 600 pg/mL combinou desempenho fisico-quimico adequado com um aumento
inicial na expressao de TNF-a e IL-6, seguido por uma reduc¢ao em estagios posteriores. Esse
padrdo temporal de citocinas sugere que a membrana ndo apenas suprimiu a inflamagao, mas
também promoveu uma resposta inflamatéria regulada, compativel com a progressao das fases

inflamatodria para as fases proliferativa e de remodelacdo. Em contraste, a formulagao de 1000
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ug/mL, embora bioativa, apresentou um perfil menos equilibrado, com resisténcia mecanica
reduzida e sinais de sinalizac¢ao inflamatéria mais prolongada.

Dessa forma, os achados moleculares reforgam as evidéncias histologicas e
macroscopicas, indicando que a inducdo transitéria de TNF-a e IL-6 pelos PPTN esta
diretamente relacionada a intensificacdo dos eventos iniciais do reparo, contribuindo para a

dinamica temporal e, potencialmente, para a qualidade do processo cicatricial.
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7 CONCLUSAO

As biomembranas de quitosana incorporadas com peptideos da pele de tilapia do Nilo
(PPTN) foram desenvolvidas com sucesso e apresentaram propriedades fisico-quimicas
compativeis com seu potencial emprego como curativos bioativos. A incorporagdo dos PPTN
promoveu alteragdes nas caracteristicas morfologicas, no grau de intumescimento, na
permeabilidade ao vapor de 4gua e na biodegradacdo enzimatica das membranas, com destaque
para a formulagdo contendo 600 pg/mL, que apresentou desempenho favoravel nos parametros
avaliados. As analises por FTIR e DRX evidenciaram alteragcdes estruturais na matriz de
quitosana, compativeis com a incorporagao dos PPTN e possiveis interagdes ndo covalentes,
sem formacao de novas fases cristalinas detectaveis. Associados a FEG-MEYV, esses resultados
sustentam a viabilidade fisico-quimica das biomembranas desenvolvidas.

Nos ensaios in vivo, as membranas contendo PPTN apresentaram diferengas na
retracdo cicatricial em determinados periodos experimentais, evidenciando influéncia da
concentracdo dos peptideos e do tempo de tratamento sobre esse parametro. A avaliagdo
histologica demonstrou variagdes na resposta inflamatodria, na neovascularizacao e na presenca
de fibroblastos entre os grupos e periodos analisados. Embora tenham sido observadas médias
superiores de fibroblastos em alguns grupos tratados com PPTN, essas diferengas ndo foram
estatisticamente significativas, ndo permitindo afirmar que os peptideos estimularam
diretamente sua proliferagdo ou recrutamento.

Em relacdo a deposi¢ao de colageno, observou-se aumento significativo da quantidade
de fibras entre o 7° ¢ o 21° dia no grupo tratado com 1000 pug/mL de PPTN (p = 0,0002).
Entretanto, as analises especificas de colageno dos tipos I e III ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos, impossibilitando concluir que os PPTN
promoveram maior maturagdo ou reorganizacdo da matriz extracelular em comparacao aos
controles.

A avaliagdo imuno-histoquimica demonstrou diferengas significativas na expressao de
TNF-a e IL-6 entre os grupos experimentais, com maior expressdo dessas citocinas na
formulacao contendo 600 png/mL de PPTN nos periodos avaliados e redu¢@o de seus niveis entre
0 7° e o 14° dia. Esses resultados indicam alteracdes no perfil temporal de expressdo dos
mediadores inflamatorios avaliados, compativeis com uma possivel influéncia dos PPTN sobre
a resposta inflamatoria local. Entretanto, a avaliacdo isolada de TNF-a e IL-6 ndo permite
estabelecer os mecanismos envolvidos nem comprovar uma resolugcdo inflamatéria mais

eficiente.
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Em conjunto, os resultados demonstram que a incorporacdo dos PPTN a matriz de
quitosana modifica suas propriedades fisico-quimicas e esta associada a alteragcdes em
determinados parametros do processo cicatricial. A formulacao contendo 600 pg/mL apresentou
resultados favoraveis em diferentes avaliacdes, embora ndo tenha demonstrado superioridade
estatistica em todos os desfechos investigados. Dessa forma, as biomembranas desenvolvidas
apresentam potencial para futuras aplicagdes no tratamento de feridas, sendo necessarios
estudos complementares para investigar seus mecanismos de agdo, a cinética de liberacao dos

peptideos, a seguranca e a eficacia em outros modelos experimentais e em condig¢des clinicas.
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