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INTRODUCAO

A pele tem uma fungdo crucial como
barreira contra fatores externos. Também
mantém o equilibrio 4gua-eletrélito e protege
contra infecgbes e micro-organismos. Feridas
e queimaduras danificam a integridade da pele
e a tornam suscetivel a fatores prejudiciais. O
pH da area ferida tende a se alterar de acido
para alcalino, logo, micro-organismos invadem
e proliferam rapidamente o local em razao
deste efeito. Para evitar essas complicacOes
indesejadas, o tratamento necessario deve ser
aplicado. A cicatrizacdo de feridas € um
processo bioldgico regular que inclui fatores de
crescimento, enzimas e diferentes tipos
celulares, tais como: gueratindcitos;
fibroblastos e células endoteliais (GAINZA et
al., 2015). Esse processo também consiste em
homeostase, inflamacao, proliferacéo celular,
producdo de matriz extracelular e,
consequentemente, o fechamento da ferida
(DREIFKE et al., 2015). Nesse sentido, é
crucial pesquisar e desenvolver uma
formulacdo apropriada em termos de facilidade

de aplicacéo e de adesao do paciente.

Dentro destes aspectos, hidrogéis
podem ser empregados em formulagfes
farmacéuticas biologicamente ativas no
processo de cicatrizacao e protecdo da pele.
Mais especificamente, hidrogéis de quitosana
- HQ (i.e., polissacarideo catidnico produzido
através da desacetilacdo da quitina) sdo redes
poliméricas hidrofilicas tridimensionais (3-D)
que absorvem de 10 até 1.000% de 4gua em
relacdo a sua massa seca. Essas estruturas
3-D tém demonstrado uma vantagem
adicional como biomateriais, em razdo de
suas caracteristicas de mucoadesividade
(bioadesividade), biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade, facil
aplicacdo na pele, alta permeabilidade ao O,
propriedades mecénicas adequadas, e por se
assemelharem aos tecidos fisiolégicos (FENG
et al., 2021). Além disso, devido ao carater
policatibnico e presenca de grupos
aminoprimarios em sua estrutura, os HQ séo
potencialmente  interessantes para a
incorporacédo de nanoestruturas (BHATTARAI
etal., 2010) e liberacao de farmacos (CHOI et
al., 2012). Essa estrutura pode melhorar a

permeacao de farmacos por via tépica, devido
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a interacdo das cargas positivas com a
membrana celular epitelial, o que resulta em
uma reorganizacao estrutural da queratina no
estrato corneo (HE et al., 2008) e permite o
transporte
hidrofilicos (SHIN et al., 2012) e de farmacos
(HAMMAN, 2010).

Neste trabalho, nosso grupo de

paracelular ~de  compostos

pesquisa estudou o desenvolvimento e
obtencédo de HQ, avaliando sua estabilidade in
vitro (i.e., degradacdo hidrolitica, razdo de

absorcao e perda de massa) ao longo do tempo.

METODOLOGIA
Obtencdao dos hidrogéis de quitosana

A obtencdo dos HQ foi adaptada
conforme metodologia descrita por Ruel-
Gariépy et al. (2004). Resumidamente, uma
solugcdo de quitosana foi preparada em H;O
deionizada, em paralelo, foi preparada uma
solugdo com B-glicerofosfato (B-GF) também
em H,O deionizada. As duas solugbes foram
resfriadas em geladeira (~8°C), durante 20
min. A solucdo de B-GF foi adicionada gota a
gota a solucao de quitosana sob agitacéo (~25
rpom) durante 15 min. Para a obtencdo da
estrutura 3-D, a “pasta” obtida foi gelificada na
presenca de sacarose (com didmetro de ~50
pMm), na propor¢do de hidrogel/sacarose =
15/85 (m/m). Em seguida, o hidrogel formado
foi estocado em moldes de Teflon (diametro:
10 mm e altura: 2 mm). Posteriormente, 0s
hidrogéis foram lavados 5x com H,O
deionizada e 3x com 10 mM de tampao PBS
(pH 7,4) estéril.

Estudos de estabilidade in vitro

Os HQ foram estocados em microtubos
com 1 mL de tampéo PBS (10 mM, pH 7,4); os
microtubos foram incubados a 37°C. Em
periodos de tempo previamente estabelecidos
(1, 15, 30 e 60 d), amostras foram coletadas e
colocadas em contato com papel Kimwipes®
macio (Kimberly Clark, Fullerton, CA), para
remocao de liquido superficial e quantificacao
da massa Umida (mess). Em seguida, a mesma
amostra foi seca a 25°C (overnight) e, entéo, a
massa seca (Mseca) determinada e comparada
com a massa seca inicial, isto &, antes do
contato com tamp&o (Minica). A razdo de
absorcdo ou intumescimento (RA) de agua e
perda de massa (PM) dos HQ foram calculadas

de acordo com as Equacgbes 1 e 2:

RA = (mPBr:in—ic::seca) 1)
PM (%) = (:n”;—ie;;)xmo )

Para o0s estudos de degradacéo
hidrolitica, diferentes imagens dos HQ foram
tomadas em diferentes periodos de tempo (1,
15, 30 e 60 d) em tampao PBS (10 mM, pH 7,4)
por microscopia de campo claro e campo

escuro (EVOS FL Imaging System).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de degradacdo de biomateriais
derivados de alginato e quitosana €
considerado um fator crucial que determina a
guantidade e qualidade da formacdo de
tecido guando empregado como
matrizes/suportes na engenharia de tecidos
apos lesdo in vivo (ERICKSON et al., 2020).
Por isso, nesta primeira etapa do projeto,

estudamos a estabilidade in vitro dos HQ. Os
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estudos de estabilidade dos HQ, aqui
apresentados, englobaram: degradacédo
hidrolitica; razdo de absorcdo de agua e
porcentagem da perda de massa.

Os moldes empregados no preparo
dos HQ, assim como os proprios HQ
produzidos podem ser observados, conforme
as Figuras 1A e 1B, respectivamente. Em
seguida, as matrizes de HQ foram cortadas
com um molde metélico estéril em pequenos
discos cilindricos de 4 mm de diametro,

conforme destacado na Figura 1C.

Figura 1. Moldes para obtengéo dos hidrogéis de
quitosana (HQ) com espessura de 1 mm (A),
matrizes brutas dos HQ obtidos a partir dos moldes
de Teflon (B) amostras de HQ previamente
cortadas com 4 mm de diametro (C).

Para auxiliar na visualizacdo do
processo de degradacdo, as amostras foram
analisadas por meio de imagens de
microscopia de campo escuro e claro,
conforme Figura 2. Com relagdo as imagens
entre os dias 1, 15 e 30 d, em termos gerais,
nado foi observada uma alteracdo significativa
na estrutura dos HQ com base nas
microscopias obtidas (Fig. 2A, 2B e 2C,

respectivamente).

Por outro lado, uma degradacao
significativa foi observada, principalmente, a
partir de 60 d de armazenamento, como pode
ser observado através do aparecimento de
regibes mais claras no interior e na periferia
das amostras (Fig. 2D). Essas regides
correspondem as regides onde a matriz do

polimero ndo esta mais presente.

Figura 2. Degradacéo in vitro dos hidrogéis de
quitosana (HQ) em diferentes periodos de tempo
armazenados em 10 mM de tampéao PBS (pH 7,4).
Os periodos de tempo avaliados foram 1 (A), 15
(B), 30 (C) e 60 dias (D). Os HQ foram analisados
por microscopia de campo escuro e claro, com
barras de escala = 2000 pym e objetiva = 2x.

Os HQ também foram analisados em
termos de razdo de absorcdo de agua (RA)
em funcéo do tempo (1, 2, 7, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50 e 60 d), conforme Figura 3A.
Durante os primeiros 30 d de hidratacdo em
tampéo PBS, os HQ absorveram &gua cerca
de 10 vezes em relacdo a sua massa inicial,
estes valores permaneceram constantes (RA
entre 9,4 e 10) no periodo destacado. Para os
demais periodos de tempo analisados, é
possivel observar uma diminui¢&o significativa
de RA, principalmente, a partir do 40° d (RA =
8,5), essa queda se intensificou com 50 e 60
d, com valores de RA de 7 e 4

respectivamente.
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Figura 3. Razéo de absorcdo (RA) de agua (10
mM de tampdo PBS, pH 7,4), dos hidrogéis de
quitosana (HQ) em diferentes periodos de tempo
(A). Porcentagem de perda de massa (PM) dos HQ
em diferentes periodos de tempo (B). As barras de
erro correspondem a um intervalo de confianga de
95% dos valores obtidos.

A diminuicdo nos valores de RA pode
ser atribuida a perda de massa (PM) das
amostras de HQ (Figura 3B). A porcentagem
de PM dos HQ mostrou uma pequena
tendéncia de queda, no entanto, sem diferenca
estatistica significativa entre os valores obtidos
até o 30° d (valores entre 89,5 e 99%). Apés 0
30°d, mais precisamente, nos dias 40, 50 e 60
foi possivel observar uma PM significativa, com
valores de 25, 35 e 52%, respectivamente. Por
isso, 0 processo de degradacéo a partir do 30°
d, parece refletir ndo apenas nos valores de
PM dos HQ, mas também na diminuicdo dos
valores de RA. Em outras palavras, a perda de
massa nado apenas reforca os dados obtidos
com a absorcéo de agua dos HQ, mas também
pode refletir em importantes informacdes sobre
sua aplicacio como plataformas 3-D
inteligentes para a liberagdo controlada e

sustentada de farmacos.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os HQ apresentaram boa capacidade
de absorgdo de 4gua (10x sua massa), boa
estabilidade e baixa degradacao hidrolitica

nas condicdes avaliadas (i.e., at¢ 30 d a

37°C). Por isso, seu desenvolvimento e
compreensdo do seu comportamento in vitro
se tornam primordiais para as proximas
etapas da proposta de pesquisa. Dentro do
escopo central do projeto, os HQ deveréo ser
avaliados como potenciais plataformas 3-D
(patches) para a liberacdo de micelas
contendo

poliméricas curcumina,  por

exemplo, para uso tépico.
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