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RESUMO

Queimaduras sdo lesdes que danificam a pele e seus anexos, prejudicando as func¢des desse
Orgdo, tais como protecdo do corpo, preservacdo da homeostase dos fluidos corporais,
termorregulacdo e fornecimento de barreira protetora. Justamente ao lesar tais funcées, essas
feridas tornam-se regides favoraveis ao desenvolvimento de infec¢fes, também pelo fato de
serem de tratamento longo e dificil, que acabam sendo também muito dispendiosos
financeiramente ao sistema de salde. Por isso, o tratamento de queimaduras tem sido
considerado um problema de satde publica. Além disso, as alternativas largamente utilizadas
como terapia para o problema apresentam limitagdes conhecidas, o que tem motivado a
comunidade cientifica a buscar novas opg¢des. Uma delas é o uso de compostos naturais, como
a curcumina, composto derivado da Curcuma longa, que apresenta atividade anti-inflamatdria,
cicatrizante e antimicrobiana. No entanto, em sua forma livre, ela apresenta instabilidade a luz
e baixa biodisponibilidade, trazendo limitacGes ao seu uso. Nesse contexto, a nanotecnologia
pode oferecer solucdes para esse problema, tendo este trabalho o objetivo de apresentar algumas
delas. Primeiramente tragou-se o perfil clinico e epidemioldgico de pacientes com queimaduras
internados em um centro de referéncia no sul do Brasil visando identificar os principais tipos
de queimaduras, a eficacia e toxicidade dos tratamentos utilizados e as principais bactérias
responsaveis por infeccbes secundarias. Percebeu-se, a partir de uma amostra de 225 pacientes,
a proeminéncia de homens, que se queimaram em casa, com agente causal de origem térmica,
especialmente agua quente. A maior parte dos pacientes obteve queimaduras de 2° grau, foram
tratados com sulfadizina de prata e os principais agentes causadores de infeccbes foram
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Diante disto, visou-se
produzir uma forma farmacéutica para tratamento das queimaduras que apresentasse atividade
antimicrobiana. Para tanto, realizou-se o desenvolvimento de formulacdes nanotecnoldgicas
contendo a curcumina, produzindo dois tipos de nanocarreadores— nanoemulsdes e carreadores
lipidicos nanoestruturados — por meio da técnica de homogeneizacdo a alta pressdo. Essas
formulacBes foram submetidas a ensaios de caracterizacdo fisico-quimica, estabilidade e
eficiéncia de encapsulagdo. Além disso, foram feitos testes de liberacdo in vitro,
permeacao/retencdo ex vivo, analise microscopica de mucosas, assim como avaliacdo da sua
toxicidade e atividade antimicrobiana. Apds as analises dos resultados foi verificado que as
nanoemulsdes obtiveram um resultado mais promissor para 0 uso em tratamento de

gueimaduras quando comparadas aos carreadores lipidicos nanoestruturados. Com base neste
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dado, foram preparadas gazes incorporadas com nanoemulsdes contendo curcumina. As
nanoemulsdes foram preparadas por duas técnicas — ultrassom e homogeneizador de alta
pressdo — e submetidas a ensaios de liberacdo. Também foram comparadas gazes submetidas a
processo de cationizagdo com outras que ndo receberam a intervencdo e a impregnacdo das
nanoemulsdes nas gazes foi realizada por duas técnicas, utilizando banho-maria e Foullard.
Percebeu-se uma leve vantagem em nanoemulsdes produzidas por ultrassom; as gazes
cationizadas apresentaram uma liberacao inicial mais rapida da curcumina, enquanto percebeu-
se uma liberacdo mais constante da curcumina na gaze ndo cationizada, abrindo horizontes
distintos para futuros testes in vivo. Por fim, ao unir um curativo ja consagrado no tratamento
de queimaduras, como a gaze, a novas possibilidades farmacéuticas, como a impregnacao
dessas mesmas gazes com curcumina nanoenapsulada, vislumbra-se a possibilidade de obter
um tratamento promissor a esse problema de saude publica, proporcionando mais qualidade de

vida ao convalescente e melhores resultados terapéuticos.

Palavras-chave: Queimaduras, nanotecnologia, nanoemulsdes, gazes

ABSTRACT

Burns are lesions that damage the skin and its appendages, impairing the functions of this organ,
such as protecting the body, preserving body fluid homeostasis, thermoregulation and a source
of protective barrier. Precisely by damaging these functions, these wounds become favorable
regions for the development of infections, also because they are long and difficult to treat, which
also end up being very costly to the health system. Therefore, the treatment of burns is
considered a public health problem. Furthermore, the alternatives widely used as therapy for
the problem have limitations, which has motivated the scientific community to seek new
options. One of them is the use of natural compounds, such as curcumin, a compound derived
from Curcuma longa, which has anti-inflammatory, healing and antimicrobial activity.
However, in its free form, it presents instability to light and low bioavailability, bringing
limitations to its use. In this context, nanotechnology can offer solutions to this problem, and
this work aims to present some of them. First, the clinical and epidemiological profile of
patients with burns admitted to a reference center in Brazil was outlined, identifying the main
types of burns, an efficacy and toxicity of the methods used and the main bacteria responsible

for secondary occurrences. From a sample of 225 patients, men stood out, who burned



12

themselves at home with a causal agent of thermal origin, mainly hot water. Most patients had
second-degree burns, were treated with silver sulfadizine, and the main causative agents of
infections were Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.
Therefore, it was intended to produce a pharmaceutical form for the treatment of burns with
antimicrobial activity. Therefore, the development of nanotechnological formulations
containing curcumin was carried out, producing two types of nanocarriers - nanoemulsions and
nanostructured lipid carriers - by means of the high pressure homogenization technique. These
formulations were submitted to physical-chemical characterization, stability and encapsulation
efficiency tests. In addition, in vitro release tests, ex vivo permeation/retention, mucosal
microscopic analysis, as well as evaluation of its toxicity and antimicrobial activity were
performed. After analyzing the results, it was found that nanoemulsions have a more promising
result for use in the treatment of burns when compared to nanostructured lipid carriers. Based
on these data, gauzes incorporated with nanoemulsions containing curcumin were prepared.
The nanoemulsions were prepared by two techniques - ultrasound and high pressure
homogenizer - and subjected to release tests. The gauzes submitted to the cationization process
were also compared with others that did not receive the intervention and the impregnation of
nanoemulsions in the gauze was performed by two techniques, using a water bath and Foullard.
A slight advantage was seen in nanoemulsions produced by ultrasound; the cationized gauze
showed a faster initial release of curcumin, while a more constant release of curcumin was noted
in the non-cationized gauze, opening different horizons for future in vivo tests. Finally, by
adding a dressing already established in the treatment of burns, such as gauze, to new
pharmaceutical possibilities, such as the impregnation of these same gauzes with
nanoencapsulated curcumin, the possibility of obtaining a promising treatment for this public
health problem is foreseen, providing better quality of life to the convalescent and better

therapeutic results.

Key words: Burns, nanotechnology, nanoemulsions, gauzes
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1 INTRODUCAO

Queimaduras sdo lesdes resultantes da exposicdo a um agente quimico ou fisico
condutor de calor, destruindo a pele e seus anexos. As complicacdes geradas pelas queimaduras
devem-se pela perda da funcdo de protecdo pela pele, podendo levar a casos de infeccdes
secundarias causadas por bactérias (KECK et al., 2009). Estas les6es representam um problema
de satde publica em todo o mundo, além de representarem uma importante causa de morbidade
na populagdo (DUARTE et al., 2012; WHO, 2018).

Dentre os fatores envolvidos nos acidentes causados por queimaduras, destacam-se a
profundidade, extensdo e localizacdo da queimadura. A profundidade varia de acordo com o
agente térmico, se gerador ou transmissor de calor, e do tempo de contato. Em queimaduras de
primeiro grau somente a epiderme € comprometida, apresentando eritema, calor e dor, sem
formagéo de bolhas. Em queimaduras de segundo grau ocorre o comprometimento de todas as
camadas da epiderme e, parcialmente, da derme, apresentando bolhas, erosédo ou ulceragéo,
podendo deixar, neste caso, sequelas como discromia e cicatrizes. Ja as queimaduras de terceiro
e quarto graus destroem totalmente as camadas da pele, atingindo o tecido subcutaneo, podendo
em casos mais graves chegar a tenddes, musculos e 0ssos (VALE, 2005).

Para o tratamento adequado das queimaduras é necessario 0 uso de antissépticos e
antimicrobianos, visto que as infec¢Bes bacterianas sdo consideradas o maior distarbio na
cicatrizacao de feridas e queimaduras, se tornando um desafio para o tratamento dessa patologia
(GRUTZNER et al., 2015; REMBE et al., 2018). Neste sentido, cremes e pomadas com anti-
inflamatorios e antimicrobianos, como betametasona, neomicina, colagenase e sulfadiazina de
prata sdo 0s mais prescritos, devido a facilidade de aplicacdo (MILNER e FELDMAN, 2012).
No entanto, essas terapias convencionais podem causar efeitos adversos nos casos de tratamento
a longo prazo, como a sulfadiazina de prata que estd associada a toxicidade e retardo na
cicatrizacdo de feridas por queimaduras quando por uso prolongado (AZIZ; ABU; CHONG,
2012).

Outras formas farmacéuticas mais eficazes, como esponjas e curativos com coberturas
avancadas ou membranas, a base de polimeros como poliuretanos e poliésteres, também estdo
disponiveis no mercado, mas, devido ao alto custo, ndo s&o amplamente utilizadas
(SAGHAZADEH et al., 2018).

Compostos naturais com atividade anti-inflamatéria e antioxidante podem ser uma
alternativa para o desenvolvimento de produtos com menor toxicidade, que sejam viaveis para

0 tratamento de queimaduras a longo prazo. Dentre 0s compostos naturais com essa
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caracteristica, destaca-se a curcumina, composto polifendlico com atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana, que vem sendo estudada na cicatrizagdo de feridas e queimaduras
(SANDUR et al., 2007; AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; KRAUSZ et al., 2015; GUO et
al., 2017; KIANVASH et al.,, 2017). No entanto, este composto apresenta uma baixa
solubilidade aquosa e € instavel frente a luz, o que dificulta sua incorporacdo em formulacdes
farmacéuticas. Neste sentido, a nanotecnologia surge como uma alternativa para a melhoria das
propriedades biofarmacéuticas dos farmacos, por ser capaz de aumentar a solubilidade e a
estabilidade quando comparados a forma molecular, além de melhorar a permeacéo na pele,
permitindo, assim, que a curcumina exerca efetivamente sua funcdo farmacoldgica
(MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2012; DAUDT et al., 2013; KRAUSZ et al., 2015).

Dentro do ambito da nanotecnologia, destaca-se o uso de nanocarreadores lipidicos,
como nanoemulsbes, nanocarreadores lipidicos solidos e carreadores lipidicos
nanoestruturados, uma vez que, devido a sua constituicdo, estes sdo biocompativeis e
biodegradaveis, se tornando sistemas seguros para a liberacdo de farmacos (DRAGICEVIC e
MAIBACH, 2018).

Diante da problematica de tais lesdes, o presente trabalho tem o objetivo de desenvolver
novas formulages nanotecnolégicas contendo curcumina para o tratamento de queimaduras.

Apl6s a revisdo da literatura acerca do tema, esta tese apresenta trés capitulos

sequenciais, organizados da seguinte forma:

e O primeiro capitulo descreve uma analise do perfil clinico-epidemiolédgico de
pacientes internados no Centro de Referéncia em Assisténcia a Queimados da
Associagdo de Caridade Santa Casa do Rio Grande. Tal estudo é de suma importancia
para o conhecimento do perfil dos pacientes queimados, com o intuito de avaliar 0s
principais tipos de queimaduras, a eficécia e toxicidade dos tratamentos utilizados e
as principais bactérias responsaveis por infeccdes secundarias.

e O segundo capitulo apresenta o artigo acerca do desenvolvimento e caracterizagdo
de nanoemulsdes (NE) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo
curcumina para o tratamento de queimaduras, bem como avaliagdo da atividade
farmacoldgica e toxicolOgica através de testes in vitro.

e O terceiro capitulo apresenta o artigo acerca do desenvolvimento de gazes contendo

nanoemulsdes de curcumina para o tratamento de queimaduras.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Desenvolver curativos nanotecnologicos contendo curcumina para o tratamento de

queimaduras.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil clinico-epidemioldgico de pacientes atendidos em decorréncia
de queimaduras, visando identificar os principais tipos de queimaduras, a eficacia e
toxicidade dos tratamentos utilizados e as principais bactérias responsaveis por
infecgBes secundarias;

e Desenvolver nanoemulsbes e carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
curcumina, caracteriza-los quanto ao tamanho de particula e indice de polidispersao
(PDI), potencial zeta e pH e avaliar sua estabilidade em 120 dias;

e Avaliar o perfil de liberacdo da curcumina a partir dos nanocarreadores in vitro e a
permeacao e retencao das formulagc6es por meio de ensaio ex vivo;

e Auvaliar o efeito citotdxico e antimicrobiano das formulag¢6es desenvolvidas in vitro;

e Desenvolver gazes contendo nanoemulsGes de curcumina preparadas por duas
técnicas: homogeneizacdo a alta pressao e ultrassom;

¢ Avaliar a impregnacdo das nanoemulsées pela técnica de banho-maria ou Follard em
gazes cationizadas e ndo cationizadas;

e Auvaliar a liberacdo de curcumina in vitro proveniente das gazes impregnadas com as

nanoemulsdes, comparando as técnicas adotadas.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Queimaduras

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo fundamental para o funcionamento
deste, sendo vital para preservar a homeostase dos fluidos corporais, realizar a termorregulacéo,
proteger o corpo, fornecer uma barreira imunolégica e contribuir com as sensacdes de toque e
dor (CHURCH et al., 2006; MORGAN et al., 2018). Ela é composta por duas camadas, a
epiderme, que é a camada mais externa, sendo uma area ndo vascularizada, e a derme, que é
uma camada com microcirculagdo (CHURCH et al., 2006; MORGAN et al., 2018).
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A derme possui colédgeno e apresenta plexo vascular complexo de arteriolas, vénulas e
capilares, onde encontram-se fibroblastos e macréfagos. Essa camada € composta por apéndices
epidérmicos, como as glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e foliculos pilosos.
Periodicamente as células epidérmicas sdo substituidas por novas células por um processo
natural, desta forma, pequenas lesdes na pele podem ser restabelecidas quando ocorrem lesdes
superficiais na camada mais externa da pele (CHURCH et al., 2006; MORGAN et al., 2018).

Quando ocorre uma queimadura superficial, a camada dérmica é capaz de produzir
novas células epiteliais para substituir as perdidas na epiderme (CHURCH et al., 2006).
Entretanto, quando h&a um quadro de rompimento da pele, o corpo inicia um processo que inclui
contracdo, retracdo e coagulacdo dos vasos sanguineos, para manter a homeostase (GIBRAN e
HEIMBACH, 2000). Com isso, as queimaduras podem alterar as func@es da pele e, dependendo
do grau, tornam-se um problema de salde, visto que a ruptura aguda da barreira cutanea pode
levar a perda de fluidos, alteracdo na temperatura corporal e infecgdes (CHURCH et al., 2006;
WHO, 2018).

Segundo a Organizacdao Mundial da Salde, estima-se que ocorrem cerca de 180 mil
mortes por ano devido a queimaduras, principalmente em paises de baixa e média renda (WHO,
2018), além de representarem uma importante causa de morbidade na populacgdo, onerando o
sistema publico de saude (DUARTE et al., 2012). As queimaduras sdo traumas que geram dor
significativa, por abrangerem componentes nociceptivos, inflamatérios e neuropéticos, dor esta
gue pode se tornar continua; mas seu impacto pode ir além, causando problemas psicolégicos
e perdas fisicas e materiais (MORGAN et al., 2018).

As queimaduras variam em relacdo a idade, género, fatores regionais e socioeconémicos
(WHO, 2018). Nos estudos dos ultimos anos, observou-se predominio de vitimas do sexo
masculino em diferentes populac@es, com maior prevaléncia entre adultos de 20 a 40 anos
(COMINI etal., 2017; DUTRA etal., 2017; LIMA et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; SILVA
e SOUZA, 2017; SILVA et al, 2018). Quanto ao agente agressor, a maior frequéncia foi
relacionada a chama direta (COMINI et al., 2017; LIMA et al., 2017; CHENG et al., 2019;
SWANN et al, 2019; PECK, 2021) e produto inflamavel/alcool (DUTRA et al., 2017). Em
relagdo ao local do acidente, a maioria acontece em casa (COMINI et al., 2017, DUTRA et al.,
2017; SOARES et al., 2019). Além disso, cabe salientar que a maioria dos pacientes atendidos
em centros de referéncia apresenta queimaduras mistas de 2° e 3° graus (COMINI et al., 2017,
PEREIRA et al., 2017).

A temperatura da pele é de suma importancia para a manutencdo de suas estrutura e

funcionalidade. Quando ocorre aplicacdo de energia acima de sua capacidade de dissipar,
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caracteriza-se uma queimadura (GARCIA et al., 2011). As queimaduras mais comuns s&o
provocadas por calor (chamadas de queimaduras térmicas), por liquidos ou sélidos quentes ou
por chamas.

O calor aplicado a nivel celular causa desnaturacao de proteinas e perda da integridade
da membrana plasmatica. A parte externa da ferida queimada apresenta hiperemia,
caracterizada por celulas vidveis e vasodilatagdo, devido aos mediadores inflamatérios locais.
No local da lesdo, ocorre a ativacdo do complemento e estimulacdo intravascular dos
neutrofilos, resultando na producéo de radicais livres de oxigénio citotoxicos (KECK et al.,
2009) A integridade funcional da pele danificada pela queimadura prejudica ainda a homeostase
hidroeletrolitica, controle da temperatura interna, flexibilidade e lubrificacdo da superficie
corporal (SHERIDAN, 2003). Desta forma, queimaduras mais perigosas sdo aquelas que
afetam as camadas mais profundas da pele (SBQ, 2016; WHO, 2018).

A profundidade da queimadura varia de acordo com o agente térmico, se gerador ou
transmissor de calor e do tempo de contato. As queimaduras sdo classificadas conforme sua
profundidade (Figura 1). As de primeiro grau atingem somente a epiderme, caracterizando-se
clinicamente por regido dolorida, avermelhada e sem bolhas. Ja as queimaduras de segundo
grau sdo subdivididas entre superficial ou profunda, de espessura parcial, sendo limitadas a
derme. A queimadura superficial de espessura parcial atinge até a derme papilifera, sendo
caracterizada pela presenca de bolhas e eritema. A queimadura profunda de espessura parcial
atinge até a derme reticular, apresentando bolhas, coloracdo branco-palida ou amarelada. As
gueimaduras de espessura total (terceiro e quarto graus) acometem todas as camadas da pele,
nestes casos, o tratamento deve ser especifico e imediato por cirurgia (DOHERTY et al., 2002;
VALE, 2005).

Nas gueimaduras de terceiro grau, todos os apéndices cutaneos sdo atingidos, o que
resulta em superficie seca, inicialmente insensivel e indolor, podendo adquirir coloracdo
esbranquicada, com aspecto de couro e rachada com exposicdo da gordura subjacente. As
queimaduras de quarto grau acometem tambem aponeurose, musculos e 0ssos, resultado,
muitas vezes, do contato prolongado com o agente agressor (DOHERTY et al., 2002; VALE,
2005). Desta forma, nas queimaduras mais profundas, podem ocorrer diversas complicacoes,
como infecgdes, perda de calor corporal, aumento de perda de agua por evaporacdo, dor e
deformidades corporais (GOMEZ et al., 2008; KECK et al, 2009).
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Figura 1. Diferentes profundidades de queimaduras

QUEIMADURAS

Queimadura de Queima: dura de
segundo grau

Fonte: criasatde.com.br (2018)

Uma vez que as complicacbes geradas pela queimadura ocorrem devido a perda da
funcdo de protecdo pela pele, agravam-se os casos de infeccBes secundarias causadas por
bactérias (KECK et al., 2009). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
0s pacientes queimados estdo mais expostos a adquirir infeccGes hospitalares, devido as suas
condicdes. Dentre os fatores que contribuem para este maior risco de infeccao, estdo a perda de
tegumento, presenca de tecido necrotico e a imunossupressao gerada pela lesdo. A magnitude
do comprometimento do tecido depende da extensao e profundidade da queimadura, sendo estes
importantes fatores de risco para infeccdes (ANVISA, 2000; SHERIDAN, 2003).

Em relacdo ao tratamento, as vitimas de queimaduras devem ser tratadas imediatamente
apos a lesdo, removendo-se o tecido morto, para que haja restauracao da barreira epitelial, com
0 intuito de prevenir a desidratacdo, perda de regulagdo da temperatura corporal e invasédo de
microrganismos, que podem desencadear infeccOes e defeitos funcionais e estéticos (DRAGO
etal., 2010).

3.2 Tratamento de queimaduras

O tratamento topico para doengas na pele apresenta vantagens potenciais sobre as
terapias sistémicas, uma vez que agem diretamente no local da lesdo. Entretanto, o tratamento
de feridas cronicas e queimaduras é laborioso e muitas vezes de alto custo para o sistema
publico de saude (SAGHAZADEH et al., 2018).

Dentre os tratamentos utilizados no sistema publico de salde, os cremes e pomadas com
corticoides, anti-inflamatorios e antimicrobianos, como betametasona, neomicina, colagenase
e sulfadiazina de prata s&o os mais prescritos, devido ao baixo custo e facilidade de aplicagdo
(MILNER e FELDMAN, 2012). No entanto, alguns principios ativos causam efeitos adversos
se aplicados por longos periodos de tratamento.
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O tratamento de queimaduras de primeiro e segundo grau se baseia na reepitelizagéo do
tecido. Diversos sdo os tratamentos para queimaduras, sendo um dos mais antigos e ainda hoje
de eleicdo em muitos centros a sulfadiazina de prata, desenvolvida em Nova York por Charles
Fox durante a Segunda Guerra Mundial. Devido a sua acdo antimicrobiana contra bactérias
como Staphilococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (DOHERTY et al.,
2002; MILNER e FELDMAN, 2012), a sulfadiazina de prata apresenta eficicia e minimiza a
morbidade e mortalidade por sepse em casos de queimaduras (FOX; RAPPOLE; STANFORD,
1969 apud MILNER e FELDMAN, 2012).

Entretanto, a sulfadiazina de prata requer aplicacao frequente devido a baixa duracédo de
sua atividade. Este fArmaco apresenta como efeito colateral leucopenia transitoria nos primeiros
trés dias de uso e pode causar anemia hemolitica aguda em pacientes com deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfatase. Além disso, as sulfonamidas podem levar a casos de cristaliria e
metemoglobinemia quando usadas em doses elevadas durante periodo prolongado. Este produto
apresenta, ainda, como desvantagem a alteracdo na superficie da queimadura, dificultando a sua
avaliacdo (MILNER e FELDMAN, 2012). Como as sulfonamidas podem causar kernicterus,
devem ser evitadas por mulheres gravidas, lactantes e criangas menores de dois meses de idade.
Além disso, a acdo da sulfadiazina de prata pode dificultar a reepitelizacdo, causando uma
reducdo reversivel do granulécito e retardando a cura da ferida (AZ1Z; ABU; CHONG, 2012;
MILNER e FELDMAN, 2012). Em relacéo a toxicidade da sulfadiazina de prata, ha evidéncias
na literatura de que esta possa ser tdxica para o crescimento de queratindcitos e fibroblastos;
portanto, o uso deste principio ativo deveria ser apenas em casos de areas com sinais de infeccao
e ndo em casos onde apresenta sinais de epitelizacdo (FERREIRA, et al., 2003).

O acetato de mafenide também é bastante utilizado em hospitais. Esta
substancia penetra mais profundamente nas lesbes e protege contra bactérias gram positivas,
principalmente contra Pseudomonas aeruginosa, e anaerébios. E indicada em queimaduras
sobre cartilagens avasculares, como orelhas. Contudo, este medicamento apresenta como efeito
adverso acidose metabdlica por meio da inibicdo da anidrase carbénica (DOHERTY et al.,
2002).

Outro tratamento utilizado em hospitais € a colagenase, utilizada como agente
desbridante enzimatico, quando indicado o desbridamento, em feridas e queimaduras. Este
composto promove o preparo do leito da ferida através da limpeza enzimatica das areas lesadas.
Entretanto, torna-se necessario o uso de medicamentos complementares para a regeneracéo
tecidual em casos de queimaduras (KOLLAGENASE, 2016).
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Tratamentos mais avancados apresentam diversas vantagens frente aos cremes e
pomadas convencionais. Entretanto tém como desvantagem o alto custo. E o caso dos curativos
Curatec Hidrogel com Alginato® e Curatec Espuma de Poliuretano®, as espumas de
poliuretano ou hidrofibras, como Tielle®, Biatain® e Comfeel®, as coberturas avancadas,
como UrgoTul® e UrgoClean®, ou as terapias com cobertura e malha ndo aderente, como
Adaptic® e Acticoat® (prata nanocristalina), Aquacel®Ag (hidrofibra com 1,2% de prata) e
BetainAg (Ibuprofeno e prata) (DOHERTY et al., 2002; MOSER; PEREIRA; PEREIRA,
2013).

Tais tratamentos possuem as caracteristicas de apresentarem um maior controle do
exsudato de feridas de queimadura e serem adaptaveis ao leito da lesdo, além de permitirem
acao do principio ativo por um tempo prolongado, otimizando o processo de cicatrizagdo.
Apesar de tantos produtos disponiveis no mercado com diversas vantagens, o valor de tais
tratamentos € muito elevado, especialmente para o tratamento de queimaduras extensas,
inviabilizando sua utilizagdo. Em vista disto, o desenvolvimento de novas formulagfes sdo

importantes para o tratamento de queimaduras.

3.2.1 Principios ativos para tratamento de queimaduras: Curcumina

No desenvolvimento de novos medicamentos para queimaduras, € de suma importancia
a utilizacdo de compostos com atividade antiinflamatdria e antimicrobiana, que ndo apresentem
efeitos adversos e que possam ser utilizados por um longo prazo. O estudo acerca do uso de
compostos naturais vem crescendo muito, devido a possibilidade de tratamentos com menores
efeitos adversos do que os principios ativos convencionais, como é o caso de produtos naturais
com atividade na regeneracdo tecidual (KIANVASH et al., 2017; VARAEI et al., 2017;
SEYHAN, 2020).

A curcumina, um composto isolado proveniente da Curcuma longa, comumente
conhecida como clrcuma, pertence a familia Zingiberaceae (Figura 2). Primeiramente, a
curcumina foi isolada em 1815 por Vogel e Pelletier, e sua estrutura quimica (1,6-heptadieno-
3,5-diona-1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)) foi determinada em 1910 por J. Milobedzka e V.
Lampe (Alemanha). Os grupos funcionais responsaveis pela bioatividade da curcumina séo
uma porg¢éo dicetona e dois grupamentos fendlicos. Seu uso foi inicialmente documentado no
tratamento de doencas biliares em 1937; ja por sua acdo antibacteriana, em 1949 (LI et al.,
2008; AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; AGGARWAL e SUNG, 2009; GUPTA et al.,
2012; PRIYADARSINI, 2014; KARTHIKEYAN; SENTHIL; MIN, 2020).
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Figura 2. Estrutura quimica do polifenol curcumina

Fonte: Péret-Almeida; Naghetini; Nunan (2008)

Este € um composto polifendlico ativo e lipossolivel com diversas propriedades
farmacologicas, dentre elas efeito antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano,
antiproliferativo e com atividade em doencas de pele (LI et al., 2008; AGGARWAL e
HARIKUMAR, 2009; AGGARWAL e SUNG, 2009; TYAGI etal., 2015; PATEL etal., 2020).
Estes efeitos parecem estar relacionados com a capacidade da curcumina em modular diversas
vias de sinalizacdo celular, como as vias pro-inflamatdrias, inibindo o fator de necrose tumoral
e a interleucina-1 (AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009). Além disso, a curcumina tem sua
acdo na cicatrizacdo de feridas envolvendo a proliferagdo e migracdo de fibroblastos
(LIAKOPOULOU; MOURELATOU; HATZIANTONIOQU, 2021).

A curcumina é também importante no controle da dor, uma vez que apresenta atividade
antiinflamatéria e analgésica. A resposta inflamatéria em queimaduras € iniciada
imediatamente apds a queimadura e pode persistir por dias, sendo a inflamacéo a responsavel
pela sensacdo de dor na lesdo do paciente queimado, além dos danos aos neurdnios sensoriais
periféricos (MORGAN et al., 2018). Desta maneira, este composto pode ser efetivo ndo
somente pela sua atividade farmacoldgica na regeneracéo tecidual como também no alivio de
dor, uma vez que a curcumina age diretamente sobre 0s neurénios nociceptivos, inibindo a
sinalizacdo inflamatdria e atenuando a dor (CHEPPUDIRA et al., 2013).

Diversos estudos tém sido realizados nos Gltimos anos com o intuito de revelar as
atividades da curcumina na cicatrizacdo de feridas e nas queimaduras, como producdo de
nanocristais de colageno-celulose contendo microesferas cm curcumina para o tratamento de
qgueimaduras infectadas, em modelos de ratos (GUO et al., 2017), lipossomas contendo
curcumina para o tratamento de queimaduras em ratos, demonstrando eficiéncia no tratamento
das leses e infeccbes de queimaduras (KIANVASH et al., 2017), estudos de nanoparticulas de
curcumina frente a Pseudomonas aeruginosa e avaliacdo do efeito citotoxico de nanocurcumina
em estudos in vitro (SHARIATI et al., 2019; BASIT et al., 2020), e avaliacdo do efeito da

curcumina em queimaduras de segundo grau em ratos (SEYHAN, 2020).
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Diversos estudos tém sido realizados nos ultimos anos com o intuito de revelar as
atividades da curcumina na cicatrizagao de feridas e nas queimaduras (SANDUR et al., 2007;
AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; GUO et al., 2017; KIANVASH et al., 2017).

Entretanto, apesar das atividades promissoras da curcumina no tratamento de
queimaduras, o fato de ser uma molécula hidrofébica, com baixa biodisponibilidade e
solubilidade em &gua e instabilidade frente a luz ainda € uma preocupacéo, dificultando seu uso
terapéutico (BHAWANA etal., 2011; BHAT et al., 2019; SHARIATI etal., 2019; WAGHULE
et al., 2020).

Diante disso, sdo necessarios sistemas avancados de liberagdo de farmacos que
consigam proteger e auxiliar na melhor eficacia da curcumina. A nanotecnologia é uma
estratégia importante para permitir a utilizacdo deste composto no tratamento que queimaduras,
uma vez que a curcumina nanoencapsulada consegue exercer efetivamente sua funcéo
farmacoldgica, podendo contornar as dificuldades inerentes ao uso da curcumina
(CHEPPUDIRA et al., 2013; KRAUSZ et al., 2015; WAGHULE et al., 2020).

3.3 Nanotecnologia no tratamento de queimaduras

A nanotecnologia estd relacionada com procedimentos de medicdo de fendomenos e
propriedades em escala nanométrica (CONMETRO, 2017). A nanotecnologia é o campo do
conhecimento que envolve o estudo de materiais que possuem pelo menos duas dimensdes na
escala nanométrica (DAUDT et al., 2013). Na area farmacéutica, esta relacionada ao estudo de
nanocarreadores de até 1000 nm de tamanho que podem encapsular substancias ativas
(KAYSER; LEMKE; HERNANDEZ-TREJO, 2005; MANSOORI e FAUZI, 2005).

Sendo a pele responsavel pelo isolamento do meio interno ao meio externo, por meio de
uma barreira complexa, os farmacos precisam penetrar em suas camadas para exercer sua
funcdo. Dessa forma, a nanotecnologia surge como uma alternativa eficaz, permitindo que
nanoparticulas transponham a barreira dérmica e transportem o principio ativo até o local de
acdo (PALMER e DELOUISE, 2016; DELTREGGIA et al., 2019). A capacidade dos
nanocarreadores de penetrar na pele intacta e lesada é influenciada pelo tamanho, composicao,
forma e outros fatores fisico-quimicos (DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018).

Os nanocarreadores tém a caracteristica de aumentar a solubilidade de compostos e de
melhorar a estabilidade de principios ativos quando comparados ao mesmo material na forma
livre, sendo uma alternativa para compostos instaveis, que podem diminuir ou perder sua

eficacia pela degradacéo, além de ser uma alternativa que pode aumentar a eficacia e diminuir
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os efeitos adversos de medicamentos (ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI-PASA, 2008;
MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2012; DAUDT et al., 2013; PALMER e DELOUISE,
2016).

Pesquisas tém avaliado que é crescente nas ultimas décadas os estudos que envolvem a
nanotecnologia e curcumina, demonstrando um melhor efeito terapéutico deste composto
(KARTHIKEYAN; SENTHIL; MIN, 2020). Estudo realizado por YANG e colaboradores
(2020) incorporou diversos polifendis, entre eles, a curcumina, em sistemas nanoestruturados e
verificou uma melhora na solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e permeacéo na pele.
Além disso, 0 uso da nanotecnologia para incorporacdo de curcumina pode aumentar a area de
superficie e melhorar a taxa de dissolucdo deste composto em agua, melhorando sua
estabilidade fisica e quimica (BHAWANA et al., 2011; SHARIATI etal., 2019; KARTHIKEY;
SENTHIL; MIN, 2020). Dessa forma, a curcumina nanoencapsulada demonstra melhorias em
suas propriedades farmacocinéticas (KARTHIKEY; SENTHIL; MIN, 2020).

Os nanocarreadores podem ser constituidos por diferentes materiais, como fibras,
metais, polimeros naturais ou sintéticos, lipidios e fosfolipidios (KAYSER; LEMKE;
HERNANDEZ-TREJO, 2005). Dentre os nanocarreadores mais pesquisados na area
farmacéutica para o tratamento de queimaduras, destaca-se 0 uso de nanofibras, uma vez que
podem ser compostas por produtos naturais ou polimeros sintéticos com atividade, fornecendo
assim propriedades combinadas, como bioatividade e estabilidade (SAGHAZADEH et al.,
2018). Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com nanofibras devido a suas
caracteristicas. Estudo realizado com nanofibras contendo peptideo mimético de heparina
demonstrou formacdo de camada de tecido de granulacéo e coldgeno, aumento na reepitelizacéo
e desenvolvimento de apéndices da pele, com alta taxa de reparagdo na area da queimadura
(YERGOZ et al., 2017). Além disso, curativos de nanofibras também minimizaram a formacéo
de cicatrizes em feridas de queimadura e auxiliaram para 0 aumento de angiogénese (SHAN et
al., 2015).

Guo e colaboradores (2017) desenvolveram nanofibras com microesferas de gelatina
contendo curcumina e nanocristais de celulose com colageno poroso. Este sistema apresentou
um perfil de liberacdo prolongado de curcumina, bem como atividade antimicrobiana e anti-
inflamatdria. Em estudos in vivo, os pesquisadores observaram que a formulagcdo promoveu a
cicatrizacdo de feridas de queimaduras infectadas, sendo a curcumina um promissor agente
antimicrobiano dérmico, capaz de prevenir ndo apenas a inflamacdo local, mas também de

acelerar a regeneracgéo da derme.
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Nanoparticulas metalicas, de prata e ouro, também demonstraram auxiliar no tratamento
de queimaduras (MONTASER et al., 2016; BALASHANMUGAM et al., 2017). O uso de prata
nanocristalina vem crescendo nos Gltimos anos devido a liberacdo da prata gradualmente no
local da lesdo, demonstrando ser mais eficaz do que a sulfadiazina de prata no tratamento de
queimaduras. A prata nanocristalina apresenta raramente o efeito colateral, associado a prata
topica, de descoloracdo azulada da pele (MOSER; PEREIRA; PEREIRA, 2013). Entretanto,
complicacdes podem ser causadas por constricdo, e 0s mesmos efeitos indesejaveis da
sulfadiazina de prata também foram observados (HUANG et al., 2007; SAKATA et al., 2008).
Nanoparticulas de ouro com cultura humana criopreservada de fibroblastos também
demonstraram resultados superiores quando comparado ao grupo sem nanoparticulas de ouro,
estimulando a cicatrizacdo e recuperando o contetido de colageno tipo I e 111 (VOLKOVA et
al., 2016).

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais compostos por polimeros, que podem
ser naturais, sintéticos ou semissintéticos, com o intuito de encapsular compostos (COSTA et
al., 2021). Nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo curcumina espessadas em gel
apresentaram eficadcia no tratamento de queimaduras, além de efeitos antimicrobianos,
reduzindo a carga bacteriana e demonstrando menor propensdo a resisténcia bacteriana
(KRAUSZ et al., 2015).

Os nanocarreadores lipidicos sdo promissores no tratamento de queimaduras e se
destacam pelo fato de serem biocompativeis e biodegradaveis, tornando-se sistemas mais
seguros, uma vez que apresentam similaridade dos componentes com o organismo (MEHNERT
e MADER, 2001; DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018; DELTREGGIA, et al., 2019). Os
lipossomas séo sistemas vesiculares constituidos de fosfolipidios em uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas. Devido a sua estrutura com grupamento polar direcionado para 0 meio
aquoso e grupamento apolar direcionado para 0 meio externo, os lipossomas permitem o
encapsulamento de substancias hidrofilicas ou lipofilicas (ZHAO e TEMELLI, 2015). Estudo
realizado por Kianvash e colaboradores (2017), em ratos com queimaduras de segundo grau,
utilizando como tratamento lipossomas compostos por lecitina, colesterol e propilenoglicol,
contendo curcumina, apresentou eficacia na regeneracéo tecidual em queimaduras, bem como
atividade antimicrobiana, frente a bactérias gram positivas e gram negativas.

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sdo constituidas por lipidos solidos, sejam
eles ceras, glicerideos ou misturas, e apresentam como vantagem a liberagdo controlada de
farmacos (PARDESHI et al., 2012; DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018). As nanoemulsdes

(NE) sdo constituidas por lipidios liquidos e permitem uma grande incorporacgéo de farmaco em
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seu interior (MEHNERT E MADER, 2001). Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
surgiram como uma nova geracao das NLS. Estes sdo compostos por uma mistura de lipidios
solidos e liquidos a temperatura ambiente, formando entre si uma matriz que permite uma
liberacdo controlada do farmaco devido a presenca de lipidios sélidos e apresentando maior
eficiéncia de encapsulacéo de fa&rmacos, quando comparado as NLS, pela presenca dos lipideos
liquidos (DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018).

Nanocarreadores lipidicos solidos contendo é&cido nucleico bloqueado anti-miR
modificado, liofilizados e espessados em hidrogel, para aplicacdo topica em lesGes de
gueimaduras em modelos animais, resultaram em tratamento eficaz, com fechamento acelerado
da ferida e restauracdo da barreira da pele (LI et al., 2018). Em feridas de queimaduras
inoculadas com Pseudomonas aeruginosa, foram testadas nanoemulsdes resultando em
diminuicdo no crescimento bacteriano médio na ferida de queimadura, atenuando o sequestro
de neutrdfilos e diminuigdo significativa nos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e IL-
6). As nanoemulsdes podem ser altamente biodisponiveis nos tecidos dérmicos e apresentam
vantagens em associacdo com agentes adicionais para melhorar o tratamento anti-inflamatério
e antimicrobiano em queimaduras (HEMMILA et al., 2010).

Carreadores lipidicos nanoestruturados sdo utilizados para encapsular medicamentos
hidrofilicos e lipofilicos (LEE et al., 2020). Em estudo para o desenvolvimento de novas
formulagBes para o tratamento de queimaduras, carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo Oleo essencial de eucalipto e alecrim demonstraram boa atividade bioadesiva e
capacidade de aceleracao no reparo do tecido lesado (SAPORITO et al., 2018).

Estudo realizado por Lee e colaboradores (2020) demonstrou que carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo curcumina e fator de crescimento epidérmico possibilitaram o
aumento da migracdo e proliferacdo celular in vitro em fibroblastos NIH 3T3 e queratindcitos
HaCaT, mimetizando o processo de cicatrizacdo de feridas. Além disso, foram capazes de
acelerar o fechamento de feridas em modelos experimentais de feridas cronicas em ratos
diabéticos, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, podendo desta forma promover
a cura de tais lesdes e diminuir o risco de infec¢Ges bacterianas.

Diante dos beneficios do uso da nanotecnologia, como melhora na biodisponibilidade e
nas propriedades fisico-quimicas das moléculas e entrega direcionada do farmaco com menor
dose e menores efeitos adversos, esta ciéncia € promissora para uso topico no tratamento de
gueimaduras (DAMIANI et al., 2019). Em vista disto, torna-se necessario o desenvolvimento
de novos métodos alternativos e sistemas de liberacdo de farmacos que melhorem a acdo de

medicamentos de uso topico e sua liberacdo nas camadas da pele, como formulagdes com base
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nanotecnoldgica, que podem aprimorar os tratamentos para queimaduras (DRAGICEVIC e
MAIBACH, 2018). Além disso, os nanocarreadores lipidicos sdo promissores para o tratamento
de queimaduras e cicatrizacao de feridas crénicas (LEE et al., 2020).

Desta forma, a incorporacdo de curcumina em NE, CLN ou NLS poderia proteger esta
molécula da fotodegradacdo, além de aumentar a solubilidade deste composto
(LIAKOPOULOU; MOURELATOU; HATZIANTONIOU, 2021) bem como a sua
estabilidade, permeacéo e eficacia terapéutica, além de ser uma forma segura, uma vez que sdo
nanoparticulas biocompativeis (WAGHULE et al., 2020). No entanto, estudos desenvolvendo
produtos nanotecnoldgicos incorporados a hidrogéis, filmes ou gazes, passiveis de serem

utilizados para tratamento de queimaduras, ainda precisam ser realizados.

3.4 Curativos para o tratamento de queimaduras: Gazes

Queimaduras podem apresentar diferentes gravidades, dependendo da profundidade e
superficie corporal acometida, podendo ser superficial, com lesdo na camada epidérmica, ou
mais profundas atingindo nervos e vasos sanguineos. Portanto, é importante a avaliacdo da
regido afetada, uma vez que diversos fatores podem interferir na a escolha do tratamento
(WASIAK; CLELAND; CAMPBELL, 2007; BLOME-EBERWEIN et al., 2020; SINGH e
BHATNAGAR, 2020).

Os curativos devem ser capazes de cicatrizar as feridas no menor periodo de tempo
possivel, mantendo a umidade, reduzindo o exsudato e permitindo a migracao epitelial, além
de ser importante a prevencdo de infecgdes (WASIAK; CLELAND; CAMPBELL, 2007;
WASIAK; CLELAND, 2015; PALADINI et al., 2016; STANIZZI et al., 2017; SINGH e
BHATNAGAR, 2020). Curativos apresentam vantagens frente a outras formas farmacéuticas
no tratamento de tais lesdes estando relacionados ao tempo de cicatrizacdo das feridas e a
diminuicdo de dor sentida pelo paciente, uma vez que podem ser preparados com o objetivo de
espacar mais o0 tempo entre as trocas de curativos, quando estes estdo incorporados com ativos
gue agem no tratamento das queimaduras (WASIAK et al., 2013).

Dentre os curativos que podem ser utilizados para esta finalidade pode-se citar filmes,
espumas, sprays de longa duracéo e gazes (WASIAK; CLELAND; CAMPBELL, 2007). Gazes
de algod&o sdo amplamente utilizadas como curativos tradicionais nos tratamentos de feridas e
queimaduras, por isso sdo interessantes para a incorporagdo com ativos farmacéuticos, sendo
uma alternativa ao uso de tratamentos topicos acrescidos de gazes tradicionais, e despertam
grande interesse na area (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013; PALADINI et al., 2016).
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Diversos estudos vém sendo realizados com a impregnacdo de principios ativos em
gazes para o tratamento de feridas e queimaduras (MARTINI, 2011; GARCIA-FERNANDEZ
et al., 2013; PALADINI et al., 2016; STANIZZI et al., 2017; SILVA et al., 2019; SINGH e
BHATNAGAR, 2020). O uso de gazes contendo compostos demonstra taxas de cicatrizagdo
em lesdes de queimaduras maiores do que quando usados somente 0s compostos livres
(MARTINI, 2011). Com o intuito de limitar as infecgOes bacterianas em queimaduras, foi
desenvolvido um curativo de gaze contendo uma mistura de acidos graxos a base de acido
laurico e acido miristico, gerando uma dispersao homogéna da mistura em toda a superficie da
gaze (SILVA et al., 2019). Estudo avaliou gazes funcionalizadas, contendo cloreto de
benzalconio, para a inibicdo da formagdo de biofilmes como curativos para o tratamento de
gueimaduras (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013). Ainda foi produzido um curativo de gaze
embebido em a-tocoferol para o tratamento de areas doadoras de enxerto de pele, obtendo
vantagens como reepitelizacdo mais rapida, melhor controle de infecgdes e facilidade na troca
dos curativos (STANIZZI et al., 2017).

3.4.1 Cationizacdo de gazes

Um passo importante no estudo acerca da incorporacgdo de ativos em gazes, é avaliar a
carga superficial, para que se possa melhorar a aderéncia. Em particulas com cargas negativas,
sugere-se cationizar as gazes, para promover a melhor fixacdo de particulas, uma vez que a
etapa de cationizacdo confere uma carga positiva a superficie da gaze, aumentando a adsorcao

com o composto por meio de interacOes eletrostaticas (SILVA et al., 2014).
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5 CAPITULO 1. Artigo aceito para publicacio na revista Vittalle em 09/10/2021

Anexo 1: Parecer 72/2018 Comité de Etica em Pesquisa

Caracterizacao clinica e epidemioldgica de pacientes internados em um Centro de

Referéncia em Assisténcia a Queimados no sul do Brasil

Clinical and epidemiological characterization of patients admitted to a Reference Center

for Burns Assistance in southern Brazil

Resumo

Queimaduras sdo lesBes traumaticas com perda da protecdo da pele, causadas por
agentes externos, tornando individuos suscetiveis a infec¢des, que podem progredir para sepse
e 6bito. O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil clinico e epidemioldgico de pacientes
com queimaduras internados em um Centro de Referéncia no sul do Brasil. Este ¢ um estudo
transversal retrospectivo e de natureza quantitativa com dados coletados do sistema do Centro
de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associac¢do de Caridade Santa Casa do Rio
Grande, Rio Grande do Sul, entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017. A amostra foi composta
por 225 pacientes, sendo a maioria adulta (52,7%), seguida de criancas (30,5%), em maior parte
do sexo masculino (64,4%) e procedentes da cidade de Rio Grande (46,5%). A residéncia foi
o local de ocorréncia mais frequente (74,1%). O agente causal mais comum foi de procedéncia
térmica (85,3%), sendo 41,3% dos casos por escaldamento. Observou-se 74,7% dos pacientes
com superficie corporal queimada média de 12,3%. As lesGes de 2° grau ocorreram em 79,6%
dos pacientes. O tratamento topico mais utilizado foi o0 composto sulfadiazina de prata (92,8%).
Realizou-se desbridamento em 93,3% dos pacientes e enxertia em 5,8%. Complicagdes
secundarias foram registradas em 22,2% dos casos. O tempo médio de internacéo foi de 14 dias,
variando entre 1 e 97, e o principal desfecho foi alta hospitalar (98,7%). Os dados apontam para

urgente adocdo de medidas de controle e prevencao, especialmente no ambiente doméstico.

Palavras-chave: Queimaduras, Centros de Queimados, Epidemiologia
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Abstract

Burns are traumatic injuries with loss of skin protection, caused by external agents,
making individuals susceptible to infections, which can progress to sepsis and death. The aim
of this study was to characterize the clinical and epidemiological profile of burned patients
admitted to a Reference Burn Unit in southern Brazil. This is a retrospective cross-sectional
study of a quantitative nature with data collected from the system of the Reference Center for
Burns Assistance of the Associacgdo de Caridade Santa Casa do Rio Grande, Rio Grande do Sul,
between January 2016 and December 2017. The sample consisted of 225 patients, mostly adults
(52.7%), followed by children (30.5%), males (64.4%) and from the city of Rio Grande
(46.5%). The residence was the most frequent place of occurrence (74.1%). The most common
causal agent was of thermal origin (85.3%), mainly scalding (41.3%). It was observed that
74.7% of patients had an average burned body surface of 12.3%. Second-degree injuries
occurred in 79.6% of patients. The most used topical treatment was the silver sulfadiazine
compound (92.8%). Debridement was performed in 93.3% of the patients and grafting in 5.8%.
There were secondary complications in 22.2% of the cases. The average hospital stay was 14
days, ranging from 1 to 97, and the main outcome was hospital discharge (98.7%). The data
points to urgent adoption of control and prevention measures, especially in the domestic

environment.
Keywords: Burns, Burn Units, Epidemiology

1. Introducéo
Queimaduras sdo lesbes traumaticas resultantes da exposicdo a agentes quimicos,
térmicos, elétricos ou radioativos que podem destruir a pele e seus anexos. As complicacdes
geradas pelas queimaduras devem-se a perda da funcéo de protecdo da pele, uma vez que esta
é 0 6rgdo primordial para a defesa do organismo, podendo levar a complicacdes causadas por

microrganismos, instaurando uma infec¢do secundaria (1).

As queimaduras representam um problema de satide ptblica em todo o mundo. Segundo
a Organizacao Mundial da Saude, estima-se que cerca de 180 mil mortes por ano ocorram
devido aos acidentes por queimaduras; ademais, representam uma importante causa de
morbidade na populagdo, além de ocasionarem danos de ordem psicologica e social, onerando
0 sistema publico de saide com o tratamento de tais complicagdes, o qual abrange, muitas
vezes, internagbes hospitalares, uso de antibioticos, e em alguns casos, afastamento das

atividades laborais (2,3).
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Dentre os fatores que influenciam na gravidade do ferimento estdo a profundidade e
localizacdo da leséo e superficie corpdrea queimada, os quais dependem das circunstancias que

geraram a lesdo, como o agente causal e o tempo de permanéncia em contato com a pele (4).

Em relacdo a profundidade, séo classificadas em queimaduras de primeiro, segundo e
terceiro grau. As queimaduras de primeiro grau sdo superficiais, acometem a epiderme e
apresentam eritema, calor e dor. Queimaduras de segundo grau sdo de espessura parcial, nas
quais ocorre 0 comprometimento de todas as camadas da epiderme, e parcialmente da derme e
geram bolhas, erosdo ou ulceragdo e podem deixar sequelas como discromia e cicatrizes. J& as
gueimaduras de terceiro grau sdo de espessura total, destroem todas as camadas da pele,
atingindo o tecido subcuténeo, destruindo nervos, glandulas sudoriparas, capilares sanguineos,
podendo atingir tenddes, musculos e 0ss0s, e nestes casos, necessitam de enxertos, ndo podendo
ser restauradas sem o suporte cirdrgico (4).

O trabalho epidemiolégico em relacdo ao perfil dos pacientes que sofreram queimaduras
é de extrema importancia, frente a problematica destes acidentes e as complicacdes que podem
ocorrer apos a queimadura. Tracar um perfil destes pacientes permite demonstrar a realidade
destas situacdes, e, além disso, possibilita um maior entendimento acerca do assunto, visto que
no Brasil ndo ha um banco de dados de pacientes que sofreram queimaduras (5). Neste contexto,
0 objetivo deste artigo foi caracterizar o perfil clinico e epidemiologico de pacientes internados

em um Centro de Referéncia em Assisténcia a Queimados no sul do Brasil.
2. Materiais e Métodos

Este € um estudo transversal retrospectivo e de natureza quantitativa realizado no Centro
de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associagdo de Caridade Santa Casa do Rio
Grande, Rio Grande do Sul. A amostra incluiu todos os 225 pacientes atendidos no periodo

entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017.

Os dados epidemioldgicos foram coletados por meio dos prontuarios fisicos dos
pacientes registrados no sistema do local, sendo todos de pacientes que ndo estavam mais
internados no momento da coleta. Dois transcritores anexaram manualmente os elementos em
uma tabela eletrdnica, sendo composta pelas seguintes varidveis: sexo, idade, cidade de
procedéncia, local de ocorréncia da queimadura e agente causal; caracteristicas clinicas como

superficie corporal queimada (SCQ), regido corporal acometida, tratamento (topico, antibidtico,
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debridamento e enxerto), complica¢des secundarias (infecgdo); tempo de internacdo hospitalar;
comorbidades prévias.

Foram necessarios quatro meses para completar o banco de dados. Para a analise dos
dados foi utilizado o programa SPSS, atraves do qual foram obtidos os resultados agrupados de
acordo com as varidveis de interesse para o estudo. Nenhum paciente foi excluido por falta de

informacg&o no prontuario, mas em todas as variaveis foi incluida a opcéo de ndo informada.

Os pacientes foram divididos de acordo com o sexo feminino ou masculino. Para a
classificacdo da faixa etaria amostral, foram considerados criangas até os 12 anos de idade,
adolescentes entre 13 e 19 anos, adultos entre 20 e 59 anos e idosos com 60 anos ou mais. O
local de procedéncia foi registrado conforme a cidade de residéncia do paciente no momento
da internacdo. Enquanto o local de ocorréncia da queimadura foi dependente do relato do
paciente para o registro, como no domicilio, no trabalho ou em outros verificados nos

prontuarios.

Os agentes causais foram categorizados em térmicos, elétricos, radiantes, quimicos,
biolégicos e ndo informado. Os agentes térmicos descritos foram a escaldadura, substancias
inflamaveis, chama direta, explosdo, superficie quente, gas e outros. Além disso, foram

analisados quais 0s agentes que foram mais prevalentes em cada faixa etéria.

A superficie corporal queimada (SCQ) foi calculada a partir da tabela de Lund e
Browder, que era aplicada pelo servico hospitalar do estudo. Ademais, segundo os dados dos
prontuarios do hospital, foram agrupados os pacientes com até 20% do corpo atingido, os que
tiveram entre 21 e 40% e 0s que apresentaram 41% ou mais de SCQ. Essa divisao foi realizada
a fim de comparacdo entre a SCQ e a faixa etaria e, entre SCQ e a porcentagem de complicacoes

encontrada em cada grupo.

A profundidade e a regido corporal foram descritas de acordo com as informacgdes
referidas no prontuério do paciente na admissdo hospitalar. O tratamento tépico foi citado

conforme os que foram utilizados nas lesdes causadas pelas queimaduras.

A infeccéo decorrente da queimadura foi considerada uma complicacédo da queimadura.
Essa foi relatada quando nos dados do paciente estavam presentes os resultados da cultura
realizada na ferida infectada com crescimento bacteriano presente e identificacdo do patégeno.
Verificou-se 0 uso de antibidticos segundo a prescricdo medica para tratamento da infeccdo

secundaria.
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Foram apresentados neste estudo os procedimentos cirurgicos efetuados nos pacientes
durante a internacdo hospitalar. O desfecho era referido no prontuério como alta hospitalar,

evasdo ou obito.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande
(Parecer nimero 2.750.158) e enviado a Associagdo de Caridade Santa Casa do Rio Grande,

onde foi desenvolvido o presente trabalho.
3. Resultados

Observou-se que no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017 foram internados
225 pacientes, sendo que 145 (64,4%) eram do sexo masculino e 80 (35,6%) do sexo
feminino. A maioria dos casos de pacientes com queimaduras ocorreu entre adultos (119;
52,7%), seguido de criancas (69; 30,5%) e idosos (22; 9,7%), sendo a faixa etaria menos
acometida a que abrange os adolescentes (15; 6,6,%). Ressalta-se que os pacientes do sexo
masculino predominaram em todas as faixas etarias. Ao analisar a amostra das criangas de
forma isolada, encontrou-se que 52 (75,4%) das criancgas estavam na faixa etaria de O até 4 anos
incompletos, enquanto que 9 (13%) criangas tinham de 4 a 8 anos incompletos e 8 (11,6%)
criangas com idade de 8 até 12 anos.

Em relacdo a procedéncia dos pacientes internados por queimaduras, Rio Grande
apresentou a maior taxa (46,5%), sequida das cidades de Pelotas (22,6%) e Sdo José do Norte
(5,3%). Ademais, as cidades de Cangucu, Capdo do Ledo e Santa Vitdria do Palmar foram
responsaveis individualmente por 1,8% dos casos dos pacientes internados com queimaduras.

Os demais municipios apresentaram, cada um, taxas inferiores a 1,3% de pacientes procedentes.

Quanto as condicBes em que ocorreram as queimaduras, o local de maior frequéncia foi
o domicilio, totalizando 74,1% (117) dos casos, enquanto que 22,2% (35) dos pacientes
sofreram queimaduras no ambiente de trabalho. Ao analisar, conforme o sexo, o local onde
ocorreu o episodio, notou-se que dentre as mulheres 88% sofreram queimaduras em casa e 12%
no trabalho. Considerando-se os homens, 67,5% queimaram-se durante atividade laboral, em
contraste com 26,8% provenientes de ambiente domiciliar. O restante das queimaduras (5,7%)
na amostra masculina ocorreu em locais como presidios, vias automobilisticas, protestos e

meios publicos quando em moradores de rua.

O agente causal mais prevalente foi o de procedéncia térmica, ocorrido em 85,3% dos

casos, com todas as queimaduras sendo provenientes de calor. Entre essas, a queimadura por
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escaldadura atingiu 93 (41,3%) pacientes, sendo que 76 (33,8%) foram decorrentes de lesdes
por liquido quente, ao passo que as outras 17 (7,5%) devido ao 6leo quente. As substancias
inflamaveis acometeram 48 (21,3%) pacientes, sendo o alcool responsavel por 31 (13,8%) e a
gasolina por 17 (7,5%) pacientes com queimaduras. Os demais agentes etioldgicos encontram-
se detalhados na tabela 1. Ao realizar-se anélise da etiologia conforme a faixa etaria constatou-
se predominio de escaldadura entre as criancas (72,7%), ao passo que entre os adultos houve
maior heterogeneidade: 22,3% das lesdes decorreram de fogo provocado por alcool, 20,5% de
escaldadura, e, por fim, chama direta em 14,2%. Ja 28,6% dos adolescentes foram atingidos por
gasolina e 21,4% pelo alcool, sendo as substancias inflaméaveis os agentes principais que
causaram queimaduras entre os adolescentes. Dentre 0s idosos, destacaram-se as queimaduras

por liquido superaquecido (26,3%) e por eletricidade (15,7%).

Tabela 1 -  Agentes etiologicos responsaveis pela queimadura dos pacientes atendidos no
Centro de Referéncia de Assisténcia a Queimados da Associac¢do de Caridade Santa Casa do

Rio Grande, Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017

Agentes etiolégicos n %
Térmicos 192 85,3
Escaldadura 93 41,3
substancias inflamaveis 48 21,3
chama direta 24 10,7
explosdo 7 31
superficie quente 6 2,7
gas 4 18
outros* 10 4.4
Elétricos 15 6,7
Radiantes 2 0,9
Quimicos 1 0,45

Bioldgicos (Picada aranha marrom) 1 0,45
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Nao informado

14

6,2

Total

225

100

*Qutros: pélvora, fogos de artificio, soja quente no silo, fumaga, abrasdo (asfalto), brasa de casca de arroz, brasa

de carvao e cinza de caldeira.

A SCQ média foi de 12,3%, sendo que a maioria (74,7%) apresentou menos de 20% da

superficie corporal atingida pela queimadura. Quanto a profundidade das lesdes, destacou-se a

queimadura de 2° grau, presente em 40,4% dos pacientes da amostra (Tabela 2).

Tabela 2 - SCQ e profundidade das lesdes dos pacientes com queimadura atendidos no Centro

de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associagdo de Caridade Santa Casa do Rio

Grande, Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017

Superficie corporal queimada (%)

%

1a20% 168 74,6
21a40% 33 14,7
>40% 6 2,7
Néo informado 18 8,0
Total 225 100
Profundidade n %
2°grau 91 40,4
19e 2°grau 64 28,4
20e 3°grau 53 23,6
10, 20, 3% grau 2 0,9
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1°grau 1 0,45
3 grau 1 0,45
Nao informado 13 5,8

Total 225 100

Tendo-se em vista a relacdo entre a faixa etaria e a SCQ, os percentuais de SCQ
encontrados em cada faixa etaria estdo descritos na tabela 3. Ao relacionar a SCQ a frequéncia
de complicac@es, encontrou-se que tais variaveis sdo proporcionais: a medida que o percentual
corporal atingido pela queimadura aumentou, também foi elevada a ocorréncia de complicacdes
decorrentes da lesdo nos pacientes. Dessa forma, quatro pacientes com SCQ acima de
40% apresentaram alguma complicacdo decorrente da queimadura, 0 que constitui 66,7% da
amostra do presente estudo. Ja entre os individuos com 21 a 40% da SCQ, foram encontradas
complicacBes em 17 pacientes, o que representa 51,5% desse grupo de pacientes. Observou-se
que o indice de complicacdes nos que tiveram menos de 20% da superficie queimada diminui,
dentre esse grupo, somente 14 pacientes manifestaram complicacdes, 0 que caracteriza 8,4%
desta amostra.

Tabela 3 - Relacdo entre faixa etéria e superficie corporal queimada nos pacientes atendidos
no Centro de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associagdo de Caridade Santa Casa

do Rio Grande, Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017.

Crianga Adolescente Adulto Idoso Total
1a20% 57 (25,33) 15 (6,7) 83 (36,89) 13 (5,78) 168 (74,67)
21 a40% 6 (2,67) 0,0 21 (9,33) 6 (2,67) 33 (14,67)
41 a 60% 0,0 0,0 5(2,22) 1(0,44) 6 (2,66)

N&o informado
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6 (2,67) 0,0 10 (4,44) 2(0,89) 18 (8)

Total

69 (30,67) 15 (6,7) 119 (52,88)  22(9,78) 225 (100)

Em relacdo a regido corporal queimada, 82 pacientes apresentaram acometimento
isolado, entre os quais, destacam-se 0s membros superiores, atingidos em 27 (12%) pacientes
e 0s membros inferiores também com 27 (12%). Além disso, 143 (63,5%) pacientes tiveram
mais de uma parte do corpo queimada. Destacaram-se, entre eles, 45 (20%) pacientes que

apresentaram a cabeca/pescoco, 0s membros e o tronco acometidos (Tabela 4).

Tabela 4 - Regido corporal acometida pela queimadura nos pacientes atendidos no Centro
de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associacdo de Caridade Santa Casa do Rio

Grande, Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017

Regido corporal acometida n %
Cabega/pescogo, tronco e membros 45 20
Membros superiores 27 12
Membros inferiores 27 12
Cabecga/pescogo e membros 27 12
Membros e tronco 24 10,7
Cabeca/pescogo 18 8
Membros e pelve 12 5,3
Membros superiores e inferiores 9 4

Tronco, membros e pelve 9 4



Tronco

Vias areas

4 ou mais regides

Nao informado

TOTAL

17

225

13

0,9

7,6

2,2

100
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Com relacdo ao tratamento topico, o0 composto mais utilizado foi a sulfadiazina de prata

em 209 (92,8%) pacientes, sendo que na maioria das ocasifes em sinergia com outras

substancias. No que tange ao uso da colagenase, essa substancia foi empregada em um total de

176 (78,2%) pacientes. Destaca-se também o uso de outros medicamentos topicos usados

majoritariamente em combinacédo (Tabela 5).

Tabela 5 - Tratamento topico utilizado nas lesdes causadas pelas queimaduras nos pacientes

atendidos no Centro de Referéncia em Assisténcia a Queimados da Associa¢ao de Caridade

Santa Casa do Rio Grande, Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2016 e dezembro

de 2017

Tratamento topico

%

Sulfadiazina de prata, valerato de betametasona, colagenase e creme anidnico a base de alcoois

graxos

Sulfadiazina de prata

Colagenase

Sulfadiazina de prata e colagenase

Sulfadiazina de prata, valerato de betametasona, colagenase, creme anidnico a base de &lcoois

graxos e curativo de hidrofibra composto por carboximetilcelulose sédica

127

28

12

56,4

12,4

53

31

2,7
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Sulfadiazina de prata, valerato de betametasona, colagenase, creme anidnico a base de alcoois 6 2,7

graxos e sulfato de neomicina

Outros 39 17,3

TOTAL 225 100

Dentre os pacientes da amostra, 25 (11,1%) contavam com cultura e antibiograma no
prontudrio. Desses, nove apresentaram infec¢do por mais de uma bactéria. Destacaram-se 13
pacientes com infecgéo isolada da queimadura, enquanto outros exibiram infeccdo da ferida
concomitante a infeccdo de outros sitios como trato urinario (2), aspirado traqueal (2), sangue
(2) e cateter (2). Outros dois pacientes manifestaram infec¢do do trato urinario isoladamente,
enguanto que um paciente apresentou infeccdo isolada do sangue e outro apresentou infeccédo
do aspirado traqueal e do sangue. No que tange ao perfil da colonizagdo bacteriana, os
patdgenos mais prevalentes foram Gram-negativos, sendo predominante a Klebsiella
pneumoniae (11 pacientes), seguida pela Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (8
pacientes cada). Ainda, foi detectada a presenca de Proteus mirabillis multirresistente produtora
de beta lactamases de espectro estendido (ESBL) no trato urindrio de um paciente, a qual foi
devidamente notificada ao Sistema de Vigilancia de Infec¢bes do Hospital.

A respeito da antibioticoterapia sistémica, 188 (83,2%) pacientes ndo fizeram uso de
antibidtico via oral ou parenteral no curso da internacdo decorrente da queimadura. Oito (3,6%)
foram tratados exclusivamente com ceftriaxona (cefalosporina de terceira geracdo), quatro
(1,8%) receberam somente imipenem (carbapenémico), quatro (1,8%) fizeram uso Unico de
cefepime (cefalosporina de quarta geracao) e a ceftriaxona foi utilizada em associagédo com a
cefalexina em um (0,4%) paciente. O imipenem foi associado com outros antibiéticos, como
norfloxacino, cefepime e vancomicina, em trés pacientes. Empregou-se associacdo de cefepime
em dois pacientes, sendo um com o imipenem e outro em combina¢do com piperaciclina e
tazobactam. No restante da amostra, cefalosporinas de primeira geragcdo foram utilizadas em
dois pacientes e antibidticos beta lactamicos em outros dois pacientes. Foram utilizados

glicopeptideos em uma ocasido, bem como penicilinas e carbapenémicos.

Do total da amostra, 93,3% dos pacientes foram submetidos ao debridamento cirdrgico do

tecido queimado e treze (5,8%) realizaram enxertia de pele. Infeccbes secundérias da
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gueimadura manifestaram-se em trinta pacientes (13,3%). A taxa de complicagdes apresentou-
se em 22,2%. Foram consideradas complicacdes fatores tais como sepse, confusdo mental e
agitacdo psicomotora. Dois (0,9%) pacientes sofreram amputacdes, sendo que ambas foram
decorrentes de queimaduras por etiologia elétrica.  Quatro (1,7%) pacientes apresentaram
retracdo cicatricial, sendo novamente submetidos ao processo cirdrgico para corre¢cdo das
lesGes. Houve necrose das queimaduras em 2,6% dos pacientes. A alta hospitalar foi observada
em 98,7% dos pacientes, sendo que o tempo médio de internacédo foi de 14 dias, com variacdo
de 1 a 97 dias. Do total da amostra, oito (3,5%) pacientes foram internados em Unidades de
Terapia Intensiva. Notificou-se um (0,4%) caso de evasdo ainda no decorrer do tratamento.
Além disso, houve dois 6bitos (0,9%) por complica¢fes das queimaduras, sendo que ambos
pertenciam a faixa etaria dos idosos e foram devidos a infeccdo das lesbes que resultou em

sepse.

No que diz respeito ao perfil clinico pré-existente dos pacientes analisados, constatou-
se gue 18 (8%) apresentavam hipertensao arterial sisttmica e nove (4%) diabetes. No que tange
a dependéncia de substancias, seis (2%) pacientes eram etilistas, cinco (2%) usuarios de drogas
e dois (0,9%) tabagistas. Afeccbes psiquiatricas como depressdo, ansiedade, esquizofrenia e
transtorno obsessivo compulsivo destacaram-se também, totalizando 4% da amostra. Nesse
contexto, analisou-se que cinco (2%) dos pacientes queimaram-se em decorréncia de tentativa
de suicidio. Outras comorbidades observadas foram epilepsia, cardiopatia, bronquite, doenca

pulmonar obstrutiva cronica e asma, todas com prevaléncia abaixo de 2% na amostra.
4. Discussao

As queimaduras constituem um importante problema de saude publica, sendo
necessarios esforcos para reducdo dos acidentes e o numero de vitimas. Por meio desta
pesquisa tornou-se possivel fazer o levantamento de alguns aspectos relevantes sobre o

perfil epidemiologico das queimaduras no sul do Brasil.

No que concerne a divisdo amostral conforme género, resultados semelhantes foram
descritos em diversos artigos, nos quais houve predominio de homens (6-8). Tal achado pode
ser atribuido a fatores comportamentais e ocupacionais, uma vez que homens exercem
profissbes mais intimamente atreladas a acidentes de trabalho, tais como construcao e servigcos
de eletricidade e de gas. Esse fato também corrobora para a maior gravidade das lesGes, uma
vez que atividades laborais que envolvam substancias quimicas altamente corrosivas e

eletricidade necessitam de cuidados mais intensivos no ambiente hospitalar (9,10). A
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prevaléncia de homens nessa amostra pode ser reflexo da precariedade dos cuidados

ocupacionais e do respeito ao uso de equipamentos de seguranca.

No que tange a andlise conforme idade, revisdo de literatura realizada por Cruz e
colaboradores (2012) demonstrou que em estudos epidemioldgicos brasileiros, dentre as
criancas, a faixa etaria de 0 a 4 anos € a mais atingida por queimaduras, corroborando com o0s
dados do presente estudo, o que revela a importancia das estratégias de prevencdo voltadas para
a responsabilidade do cuidado para com a primeira infancia (11,12). Destaca-se a fundamental
conscientizacao de pais e cuidadores domiciliares, uma vez que a maioria das queimaduras em
criancas da amostra ocorreu em ambiente domiciliar, por etiologias evitaveis, tais quais

escaldaduras devidas a possivel falta de supervisdo pelos responsaveis.

Ainda assim, grande parte dos estudos relatam predominéncia de adultos na amostra
(8,13,14), 0 que esta de acordo com os resultados encontrados, uma vez que 52,7% da amostra
pertencia a esta faixa etaria. Sobre este resultado, pode-se relacionar a predominéancia de adultos
com o fato de que esta é a populacdo economicamente ativa (8), sendo exposta a maiores riscos
nas atividades laborais (13). O maior numero de adultos na amostra somado a prevaléncia de
homens sugere que esse foi 0 grupo que mais necessitou de terapia hospitalar. Tal fato pode ser
justificado por ser um servico de referéncia que atende pacientes mais graves e a populacao

acima citada com ferimentos possivelmente mais severos.

Quanto ao local em que as queimaduras ocorreram, os resultados encontrados estdo em
consonancia com as demais pesquisas, ocorrendo no domicilio a maior parte dos acidentes
(15,16). Em segundo lugar, ambientes de trabalho como o comércio, prestacdo de servigos,
indUstria ou construcdo também representam locais de grande importancia, uma vez que muitos
pacientes foram acometidos pelas queimaduras durante atividade laboral, o que acarreta em

prejuizos sociais e econémicos (13,17).

No que diz respeito a predominancia da etiologia térmica das queimaduras, os resultados
encontrados estdo consonantes com aqueles apresentados por outros estudos (12,18,19). Em
pesquisa realizada em um hospital de referéncia em Brasilia, encontrou-se a predominancia das
causas térmicas, responsaveis por 79% das internacdes entre os pacientes que sofreram
gueimaduras (5). Ademais, conforme uma revisdo de literatura ha maior prevaléncia de
escaldaduras na populagéo infantil, principalmente em ambiente domiciliar (20), circunstancia

constatada também pelo presente estudo.
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O estudo de Mola e colaboradores (2018) demonstrou que a SCQ estéa relacionada com
maior possibilidade de complicagdes, sendo essas 2,5 vezes mais prevalentes nos pacientes que
chegaram a unidade de queimados com 30% do corpo acometido (21). Nascimento e
colaboradores (2015) citam a preconizacdo da relacdo entre SCQ e tempo de internacéo: a cada
1% a mais de superficie corporal atingida pelas queimaduras, hd 1 dia a mais na média de
hospitalizacdo dos pacientes. Tais resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente
estudo, sendo que 74,7% dos pacientes apresentaram de 1 a 20% da SCQ e 98,66% de todos
0s casos possuiram como desfecho a alta hospitalar. Além disso, os pacientes da amostra com
maior SCQ foram também aqueles que exibiram, proporcionalmente, maiores indices de

complicacdes decorrentes das queimaduras.

A profundidade da lesdo produzida pela queimadura é outra caracteristica relevante em
ser analisada, sendo um fator que, juntamente com a SCQ, interfere no tempo de internacao
hospitalar, na quantidade de procedimentos cirdrgicos e na mortalidade dos pacientes, todas as
varidveis com prognostico mais grave em pacientes com queimaduras de terceiro grau (22).
Yaacobi e colaboradores (2020), em um estudo envolvendo adultos, encontraram que 79,6%
dos pacientes apresentaram queimaduras com profundidade de segundo grau (23). No presente
estudo 40,4% dos pacientes demonstraram gueimaduras de segundo grau isolado, enquanto que

outros 24,9% apresentaram algum dano de terceiro grau.

Conforme Silva e colaboradores (2018) (10), os locais do corpo mais atingidos pelas
queimaduras foram 0s membros superiores, seguidos pelos membros inferiores, a face e o torax.
De forma semelhante, nos resultados encontrados na presente pesquisa, 0s membros superiores
e inferiores foram os locais mais frequentes, entretanto, igualmente atingidos. Destaca-se
também que a maioria dos pacientes do estudo apresentou mais de uma parte do corpo
queimada. Tal fato pode acarretar em alteragdes anatdmicas e estéticas consideraveis para o
individuo e o tratamento (24).

A sulfadiazina de prata, um dos tratamentos topicos mais utilizados para queimaduras,
vem sendo discutida na literatura mundial como questionavel em sua eficacia- contudo, estudos
mais robustos ainda sdo necessarios no que tange a essa afirmacéo (25). Ressalta-se que existem
variados tratamentos topicos para as queimaduras, ao passo que as condigdes do servigo
hospitalar e os recursos disponiveis na unidade de queimados devem ser levados em conta, a
fim de proporcionar o arsenal terapéutico mais adequado conforme a superficie corporal

gueimada, o local do corpo atingido pela queimadura e a profundidade da lesdo. A ciéncia segue
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na busca por um tratamento topico mais eficiente para as queimaduras, o qual deve apresentar,
simultaneamente, atividade antimicrobiana, facilidade para aplicacéo e controle da dor, além

de minimo custo possivel (26).

Um estudo encontrou que em 60 dias, 7,9% dos pacientes desenvolveram alguma
infeccdo, sendo que 35,8% atingiram a pele e tecidos moles, 24,4% os pulmdes, 18,1% a
corrente sanguinea e 17,8% o trato urinario (27). A prevaléncia de infec¢do encontrada, se
comparada com a presente pesquisa, é ligeiramente menor, j& a pele também foi o sitio mais
comum acometido. A maioria dos estudos demonstra que as bactérias gram-negativas causam
infeccbes nos pacientes com queimaduras que possuem um maior tempo de internacdo
hospitalar e, por outro lado, 0s microorganismos gram-positivos, como o Staphylococcus
aureus, sdo os responsaveis por colonizar a ferida, principalmente pele e partes moles, nos
primeiros dias ap6s a queimadura (28,29). Outro desafio para o tratamento das queimaduras séo
0s organismos resistentes a multiplas drogas, que causam infeccdes com alto desfecho de
mortalidade e que exigem medidas de prevencdo, desde os cuidados com a ferida do paciente

até o controle desses microorganismos no ambiente hospitalar (30).

De acordo com a literatura, antibidticos sistémicos ndo sdo usados como profilaxia em
pacientes com queimaduras agudas, a exce¢do das doses profilaticas habitualmente realizadas
em procedimentos cirdrgicos (31,32). Essa intervencdo com antibioticoterapia ndo ¢é
recomendada, uma vez que o proprio trauma ocasionado pela queimadura pode simular um
quadro clinico de sepse (33). Salienta-se ainda que a escolha do antibi6tico varia conforme o
perfil de prevaléncia e resisténcia local do patégeno, enquanto fatores determinantes para a
ocorréncia de infeccdo incluem uso de equipamentos de protecdo individual e higiene das maos
(32).

O debridamento cirurgico das lesbes deve ser realizado entre 2 a 12 dias apds a
ocorréncia da queimadura, de maneira a evitar o prolongamento da cascata inflamatoria
exacerbada durante a fase aguda da leséo, sendo técnica fundamental para o desfecho favoravel
dos pacientes que sofreram queimaduras (34). Em concordancia, do total da amostra de
pacientes avaliados no presente estudo, a maioria (93,3%) foi submetida ao debridamento
cirdrgico do tecido queimado e observou-se um alto percentual de desfecho favoravel. A
excisdo precoce de areas necroticas e a cobertura imediata da ferida, seja com enxerto autélogo
permanente ou com substituto temporario de pele, sdo procedimentos fundamentais para

diminuir o risco de infeccGes e promover melhores resultados de cura (35). J& os indices de
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aplicacdo de enxerto na amostra de nosso estudo (5,8%) séo inferiores aos apresentados por
Kokiso e colaboradores (2015), que encontraram prevaléncia de 21% de enxertia nos pacientes

de uma Unidade de Terapia de Queimados (36).

Um estudo relatou a dor na area acometida pela queimadura, as limitagdes funcionais e
a ocorréncia de sepse como as complicacfes mais frequentes encontradas entre pacientes com
gueimaduras, enquanto que em uma menor parcela de pacientes relatou-se a ocorréncia de
infeccdo isolada da lesdo (21). No presente estudo, a complicacdo mais frequente foi a infeccéo
no local das queimaduras, ressaltando que as infec¢Oes bacterianas tem um papel central na
morbidade pés queimadura. Existem condicBGes que contribuem para o desenvolvimento de
infeccBes secundarias a queimadura, entre as quais, maior profundidade da lesdo, superficie
corporal queimada significativa e idade avancada do paciente (37). Um estudo retrospectivo
realizado na Unidade de Terapia Intensiva de um Centro de Tratamento de Queimados
encontrou que 42,1% dos pacientes tiveram diagndstico de sepse e a mortalidade foi maior

nesse grupo em comparacao aos pacientes que ndo desenvolveram infeccdo disseminada (38).

No presente estudo, observaram-se dois casos de dbito, precedidos por sepse, em que
ambos os pacientes pertenciam a faixa etaria dos idosos. Este dado est& de acordo com o estudo
de Rehou e colaboradores (2019), uma vez que populacdes idosas apresentam resposta organica
menos eficiente as queimaduras, incluindo menor inflamacéo e maior indice de falha cardiaca
(39). Corroborando esse fato, Momeni e colaboradores (2020) constataram que cada aumento
de um ano na idade dos pacientes é responsavel por elevar a taxa de mortalidade por
queimaduras em 4% (40). Embora a idade do paciente possa ser utilizada como indicador
prognostico, visto que Zafani e colaboradores (2018) constataram em seu estudo que pessoas
idosas morreram dez vezes mais que a média de todos os pacientes que foram a Obito (41),
criangas também podem ser acometidas por sepse, a qual é importante causa de morte, sendo
que um estudo avaliando pacientes com queimaduras nessa faixa etaria observou 15% de
mortalidade, com 82% das mortes decorrentes de algum quadro de infec¢do (42). Assim, na
literatura observa-se heterogeneidade na mortalidade, conforme varia a amostra analisada,

sendo importante relacionar a faixa etaria e gravidade das lesdes (15,22).

Em relacédo a diabetes no desfecho clinico dos pacientes, constata-se que ter essa doenca
previamente dificulta o tratamento das queimaduras, uma vez que retarda o processo de
cicatrizacao e favorece sepse, infeccdo e complicagdes (43). Corroborando esse fato, dentre os

nove diabéticos da amostra do presente estudo, dois (22,2%) apresentaram necrose das lesdes
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e um (11,1%) apresentou dificuldade de cicatrizacdo e ulceracdo da lesdo um ano apos a
queimadura. Ademais, as queimaduras podem influenciar na qualidade de vida dos individuos
com histdrico de diabetes prévio, um estudo demonstrou que os pacientes diabéticos que
sofreram lesGes por queimaduras tiveram mais internacdes hospitalares devido a complicacdes
do diabetes do que os pacientes que ndo haviam sofrido queimaduras em um periodo de cinco
anos (44).

Em relagdo as comorbidades que afetam a satde mental dos pacientes, as queimaduras
autolesivas sdo fatores preocupantes, uma vez que estdo associadas a desfechos negativos. De
acordo com um estudo, as queimaduras intencionais representam 1,2% da amostra com um
indice de 7,9% de mortalidade durante a internacdo hospitalar, enquanto que nas queimaduras
ndo intencionais 0,8% dos pacientes foram a dbito (45). Na presente pesquisa, 2% das
queimaduras foram autoinfligidas, o que ressalta a necessidade de maior cuidado com a salde

mental desses individuos, principalmente no &mbito da prevencéo do suicidio.

De acordo com Bagheri e colaboradores (2020), que analisaram o efeito das
comorbidades no desfecho dos pacientes que sofreram queimaduras, 0s pacientes com doencas
prévias - DPOC e injuria renal - tiveram significativa associacdo com maior mortalidade. Além
disso, 0 paciente ter mais de uma doenca concomitante prolongava o tempo de internagéo
hospitalar (46). E de suma importancia, dessa maneira, que sejam investigadas as doencas pré-
existentes dos pacientes durante o atendimento, pois influenciam em preditores significativos

de prognéstico e de tratamento.

Apesar da discussdo sobre as queimaduras ser abrangente na literatura, é fundamental a
realizacéo de novos estudos que possam contribuir para a ampliacdo do conhecimento a respeito
destes agravos na sociedade. O presente estudo contém limitacdes devidas a incompletude ou
ambiguidade de informacgfes contidas no preenchimento de prontuarios. A escassez de
informagdes clinico-demograficas em muitos prontuarios da amostra e a impossibilidade de
aprofundamento da analise do prognostico, a qual poderia ser realizada por meio de entrevista
com os pacientes, impossibilitam a generalizacdo dos resultados para outras populacfes ou
servigos. Ainda assim, ressalta-se que os resultados encontrados apontam para a urgente adogéo
de medidas de controle e prevencdo de queimaduras, uma vez que as mesmas constituem-se

causa importante de morbi mortalidade e 6nus ao sistema de satde publico brasileiro.

5. Conclusbes
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Tendo como base os resultados na presente pesquisa, os adultos do sexo masculino,
provenientes da cidade de Rio Grande, sdo os mais acometidos por queimaduras. O agente
causal mais prevalente foi o de procedéncia térmica, tendo o domicilio como o local mais
frequente. A média da superficie corporal queimada foi de 12,3%, sendo que a maioria
apresentou menos de 20% da superficie corporal atingida pela queimadura, obtendo o maior
indice os pacientes que apresentaram queimadura de 2° grau. A regido corpdrea mais afetada
por esse tipo de acidente foram os membros superiores. Com relacéo ao tratamento topico, o
composto mais utilizado foi a sulfadiazina de prata, sendo que na maioria das ocasides em
sinergia com outras substancias, tendo sido necessario realizar desbridamento em grande parte

dos pacientes, entretanto foram registradas apenas 22,2% de complica¢Ges secundarias.

Diante destes fatos, € possivel evidenciar a importancia de estudos acerca dos agravos
causados pelas queimaduras, uma vez que estes se constituem em importantes causas de

sequelas fisicas e emocionais.

Observou-se que a maioria dos resultados estava de acordo com aqueles apresentados
nacionalmente, com exce¢do da prevaléncia por faixa etaria, que neste estudo foi maior em

adultos.

Considerando que a maioria dos incidentes ocorreu em ambientes domésticos de forma
acidental, e, portanto, perfeitamente evitaveis, torna-se relevante destacar a necessidade de
estabelecer politicas publicas, campanhas e acdes de sensibilizacdo acerca das medidas de
prevencdo e controle, por parte dos poderes publicos, envolvendo ndo apenas a sociedade como

também ampla gama de profissionais da saude.
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6 CAPITULO 2

Desenvolvimento e avaliacao farmacolégica in vitro de formulacoes nanotecnologicas

contendo curcumina para o tratamento de queimaduras

Resumo:

O uso da curcumina como composto voltado ao tratamento de queimaduras tem se mostrado
promissor, devido as suas caracteristicas anti-inflamatérias, antioxidantes, antimicrobianas e
potencial atividade na cicatrizagdo de feridas. No entanto, devido ao fato de ser uma molécula
hidrofébica, possuir baixa biodisponibilidade e instabilidade frente a luz, tem seu uso
terapéutico limitado. Por isso, diversos estudos buscam aliar a nanotecnologia ao
desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo a curcumina. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o desenvolvimento de nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados,
preparados por meio da técnica de homogeneizacdo a alta pressdao (HAP). Para isso, foram
realizados ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e avaliagdo da estabilidade dos
nanocarreadores, de determinagao de teor e de eficiéncia de encapsulagdo da curcumina, ensaios
de liberagao in vitro, permeagao e retengdo cutanea ex vivo e analise de microscopia confocal
de mucosas. Além disso, foi ainda avaliado a citotoxicidade e atividade antimicrobiana dos
nanocarreadores. As nanoemulsdes e os carreadores lipidicos nanoestruturados apresentaram
tamanho adequado, de 196 nm e 212,54 nm, indice de polidispersao de 0,257 € 0,287 e potencial
zeta de -19,1 mV e -26,7 mV, respectivamente, além disso, ambos foram estaveis até 120 dias
apos seu preparo em temperaturas de 4, 25 e 37 °C. No ensaio de liberagao in vitro foi verificado
uma maior liberacdo da NE-CUR do que a CLN-CUR. Também foi verificado uma maior
permeacao da NE-CUR, uma vez que foi observado uma maior concentracao desta formulacao
na derme, enquanto que a CLN-CUR reteve-se mais na epiderme, tanto em pele integra, quanto
em pele escaldada. Na avaliagdo da citotoxicidade em fibroblastos humanos, nio foi observado
efeito toxico nas concentragdes entre de 125 ¢ 62,5 pg/mL, sendo que em determinados casos
ainda foi encontrada proliferagcdo celular, desejada para a regeneragdo tecidual. Nos testes de
avaliacdo da atividade farmacoldgica, apesar de NE-CUR e CLN-CUR nao apresentarem
concentragdo minima inibitoria frente a Pseudomonas aeruginosa, quando usado em
associagdo com gentamicina, a curcumina apresentou interagdo de sinergismo, e quando
associado NE-CUR e gentamicina, a interagdo foi de indiferenca, mas a concentragdo minima
inibitoria da gentamicina diminuiu pela metade, demonstrando melhora na atividade do
antibidtico. Concluiu-se que NE-CUR pode ser promissora quando em uso no tratamento de
queimaduras.

Palavras-chave: queimadura; nanotecnologia; curcumina; nanoemulsdo; carreador lipidico
nanoestruturado.
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Abstract:

The use of curcumin as a compound for the treatment of burns has shown promise, due to its
anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial characteristics and potential activity in wound
healing. However, as it is a hydrophobic molecule, with low bioavailability and instability in
light, its therapeutic use is limited. Therefore, several studies seek to combine nanotechnology
with the development of pharmaceutical forms containing curcumin. This work aimed to
evaluate the development of nanostructured lipid carriers and nanoemulsions, prepared by the
high pressure homogenization technique (HAP). For this purpose, physical-chemical
characterization tests and evaluation of the stability of the nanocarriers, determination of the
content and encapsulation efficiency of curcumin, in vitro release tests, ex vivo skin permeation
and retention, and mucosal confocal microscopy analysis were carried out. Furthermore, the
cytotoxicity and antimicrobial activity of nanocarriers were also evaluated. Nanoemulsions and
nanostructured lipid carriers of appropriate size, 196 nm and 212.54 nm, polydispersity index
0f'0.257 and 0.287 and zeta potential of -19.1 mV and -26.7 mV, respectively, in addition, were
both stable for 120 days after preparation at temperatures of 4, 25 and 37 °C. In the in vitro
release assay there was a greater release of NE-CUR than CLN-CUR. There was also a greater
permeation of NE-CUR, since a greater concentration of these sources was observed in the
dermis, while CLN-CUR was more retained in the epidermis, both in intact skin and in scalded
skin. In the evaluation of cytotoxicity in human fibroblasts, no toxic effect was observed in the
concentration between 125 and 62.5 pg/mL, and in some cases cell proliferation, necessary for
tissue regeneration, was observed. In the tests to evaluate the pharmacological activity, although
NE-CUR and CLN-CUR do not present a minimum inhibitory concentration against
Pseudomonas aeruginosa, used in association with gentamicin, curcumin showed a synergistic
interaction, and when associated with NE-CUR and gentamicin, the interaction was
indifference, but the minimal inhibitory concentration of gentamicin was reduced by half,
demonstrating an improvement in antibiotic activity. It was concluded that NE-CUR can be
promising when used in the treatment of burns.

Key-words: burn; nanotechnology; curcumin; nanoemulsion; nanostructured lipid carrier.

1. Introducéo

Queimaduras sdo lesdes causadas por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou
radioativos, que se caracterizam pela aplicagdo de uma energia acima da sua capacidade de se
dissipar (GARCIA et al., 2011; WHO, 2018). As queimaduras atingem a pele, destruindo
parcial ou totalmente seus anexos, podendo atingir camadas mais profundas. De acordo com a
profundidade, as queimaduras s@o caracterizadas como de primeiro, segundo ou terceiro grau,

sendo também mensuradas pelo percentual de superficie corporal acometida (VALE, 2005;
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WHO, 2018). Tais lesdes sdo consideradas altamente agressivas, ndo so fisica como
psicologicamente (GOMEZ et al., 2008), visto que a dor gerada nos pacientes é causada pelos
danos aos neurdnios sensoriais periféricos e pela inflamacdo no local, que exacerbam uma
resposta aguda (MORGAN et al., 2017).

Para o tratamento de queimaduras na pele, é necessario um produto que possua Varias
propriedades farmacolodgicas e que permita uma adequada acdo dos medicamentos através da
via topica (BROWN e JONES, 2005). Uma vez que as infeccBes bacterianas em feridas e
queimaduras sd8o um problema bastante comum, se tornando um risco ao processo de
regeneracdo (GRUTZNER et al., 2015; REMBE et al., 2018), é importante a utilizagdo de
produtos com atividade antimicrobiana na composi¢do das formulagdes. Para auxiliar no
processo de regeneracao da pele, as formulagcbes para tratamentos de queimaduras também
devem conter ativos com atividade anti-inflamatdria e antioxidante. Neste sentido, a curcumina
tem sido investigada devido a suas atividades farmacoldgicas (KIANVASH et al., 2017).

A curcumina, € um composto polifendlico com efeito antioxidante e antiinflamatorio
que tem sido pesquisado para diversos fins, entre eles a area de regeneracdo de tecidos (LI et
al., 2008; AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; AGGARWAL e SUNG, 2009; TYAGI et al.,
2015).

No entanto, a curcumina é instavel frente a luz e possui baixa solubilidade aquosa, o que
dificulta sua incorporacdo em formas farmacéuticas. Neste sentido, a nanotecnologia surge
como uma alternativa para a melhoria das propriedades biofarmacéuticas dos farmacos,
aumentando a solubilidade e a estabilidade quando comparados a forma molecular, além de
melhorar a permeacdo na pele, solucionando dificuldades inerentes & administragdo deste
composto (MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2012; DAUDT et al., 2013; SHARIATI et
al., 2019).

A nanotecnologia envolve o estudo de substancias encapsuladas em carreadores na
escala nanométrica e podem ser constituidos por diferentes materiais, como polimeros naturais
ou sintéticos, lipidios e fosfolipidios ou metais (DAUDT et al., 2013; ETHERIDGE et al., 2013;
SU e KANG, 2020).

Dentre os nanocarreadores lipidicos, quando produzidos a partir de lipidios solidos a
temperatura ambiente, sdo denominados de nanoparticulas lipidicas solidas; no caso de lipideos
liquidos, formam-se nanoemulsdes; e quando utiliza-se uma mistura de lipidios liquidos e
solidos, produz-se carreadores lipidicos nanoestruturados (SEVERINO, et al., 2012). Assim,
embora todos sejam compostos por lipidios, eles diferem quanto ao estado fisico do lipidio e

composicdo da molécula (ADITYA, et al.,, 2014). As nanoemulsdes apresentam como
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vantagem uma maior incorporacdo de farmaco e liberacdo mais rdpida, as nanoparticulas
lipidicas solidas apresentam uma liberagdo controlada de farmacos, enquanto que o0s
carreadores lipidicos nanoestruturados permitem uma incorpora¢ao maior de farmaco do que
as nanoparticulas lipidicas solidas, mas menor do que as nanoemulsdes, e liberagcdo controlada
de farmacos (WISSING; KAYSER; MULLLER, 2004; CHAKRABORTY et al., 2009;
PARDESHI et al., 2012; DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018).

Desta forma, o desenvolvimento de biomateriais em nanoescala é promissor para a
promocao dos processos de regeneracao de tecidos, visto que o uso de nanocarreadores auxiliam
na penetracdo de farmacos, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, além de controle de
dose e menores efeitos adversos (KUCHLER et al., 2009; DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018;
DAMIANI et al., 2019). Diante do exposto, o presente artigo teve como objetivo o
desenvolvimento de formulagdes nanotecnoldgicas contendo curcumina para o tratamento de

queimaduras.

1. Metodologia

2.1 Matérias-primas

A curcumina e os triglicerideos de cadeia média (TCM) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Missouri, USA). O monoestearato de glicerila foi adquirido da Alpha Quimica. A
acetonitrila grau HPLC foi adquirida da Pareac® (Barcelona, Spain) e a 4gua grau HPLC foi
preparada utilizando um sistema Milli-Q da Millipore® (Massachusetts, USA).
Polietilenoglicol 400 foi adquirido da Synth (Séo Paulo, Brasil), o formaldeido da Neon (S&o
Paulo, Brasil), a parafina purificada da Pro-cito (Porto Alegre, Brasil). Os fibroblastos foram
adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro, 0 MTT da Sigma-Aldrich, DMSO da Synth.

O meio de cutlivo DMEM alta glicose, soro fetal bovino e tripsina foram adquiridos da Gibco.

A cepa de Pseudomonas aeruginosa utilizada foi ATCC 15442, o caldo Muller Hinton da
Himedia e a Gentamicina da Sigma-Aldrich. O etanol, acetonitrila, acido fosforico e todos os

demais reagentes utilizados eram de grau analitico.

2.2 Preparo dos nanocarreadores

2.2.1 Escolha dos lipidios por Calorimetria de varredura diferencial (DSC)
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A avaliacdo das propriedades térmicas de misturas de lipidios solidos e liquidos por
DSC foi realizada previamente a producdo dos CLN para escolha do lipidio solido a ser
utilizado na formulacdo. Foram testados acido estedrico, monoestearato de glicerila (MEG),
manteiga de karité e cera de candelila, combinados com triglicerideos de cadeia média (TCM),
para o estudo da interacdo entre os lipideos, na proporcao 70:30 de lipidio sélido e liquido. Para
a preparacdo da mistura fisica, os lipidios foram aquecidos a 80 °C e arrefecidos para
solidificarem novamente. Apos a solidificacdo, 2 mg da mistura de lipidios foram adicionadas
a um recipiente de aluminio adequado. Os experimentos foram realizados em um DSC-60
(Shimadzu), com faixa de temperatura de 20 a 100 °C, aquecidos a uma taxa de 10 °C/min. O
software TA-60WS foi usado para a analise de termogramas.

Para selecionar os lipidios, foi realizado um estudo inicial para verificar se o lipidio
liquido teria capacidade de interromper a estrutura cristalina do lipidio sélido por DSC.

O ponto de corte utilizado como critério para inclusdo da mistura fisica de lipidios na
producdo de CLN foi de 57°C, visto que o equipamento utilizado para a produgdo dos
nanocarreadores, 0 homogeneizador a alta pressdo, tem a limitacdo de ndo exceder 60°C,
portanto, qualquer lipidio com um ponto de fusdo acima de 57°C tornaria a producéo inviavel

por esta técnica.

2.2.2 Preparo das nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados

As nanoemulsées (NE) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foram
preparados pela técnica de homogeneizacgdo a alta pressao (HAP) (MULLER e LUCKS, 1996).
Para o preparo, conforme a tabela 1, primeiramente foi preparada a fase oleosa, composta por
triglicerideos de cadeia média (TCM) para as NE, e por TCM e monoestearato de glicerila
(MEG), para os CLN, curcumina e Span 80, aquecidos a 80 °C. A fase aquosa contendo agua
ultrapura e Tween 80 foi aquecida a 60 °C e vertida sobre a fase oleosa sob agitacdo constante,
permanecendo por 2 minutos em agitacdo a 1100 rpm. Logo apds, a pré-emulsdo foi submetida
a homogeneizador de alta velocidade (Ultra-turrax) por 2 minutos a 14000 rpm. Posteriormente
a formulagéo foi adicionada ao HAP (Avestin) por 6 ciclos de 20 segundos, a 10000 psi,

formando os nanocarreadores.
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Tabela 1. Constituicao das formulacdes (g)

Formulacdo Curcumina TCM MEG Span 80 Tween 80
NE-CUR 0,006¢g 0,7g - 0,3g 0,2g
CLN-CUR 0,006g 0,21g 0,49g 0,3g 0,2g

2.2.3 Caracterizagdo fisico-quimica dos nanocarreadores

O tamanho de particula e o indice de polidispersdo das formula¢des foram determinados
por espalhamento de luz dindmico usando um equipamento Zetasizer 45 Nano Series ZS90
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). O tamanho de particula foi realizado em um
angulo de deteccdo de 90°. Para ambas as analises as amostras foram diluidas em agua ultrapura
para o procedimento. O potencial zeta foi determinado por anemometria Laser-Doppler, usando
um Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), onde as amostras foram
colocadas na célula eletroforética e foi aplicada uma tenséo alternada de £ 150 mV. As anélises
foram realizadas em triplicata, a temperatura de 25 °C. A avaliacdo de pH foi realizada
diretamente utilizando pHmetro (Modelo HI5221, Hannah) a temperatura ambiente e as
amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados foram expressos como a média de trés

determinacg6es independentes.

2.3 Ensaio de estabilidade

Para monitorar a estabilidade dos nanocarreadores lipidicos, foi realizado o estudo de
estabilidade acelerada (ANVISA, 2004). Para tanto, 0os nanocarreadores permaneceram em trés
temperaturas (4 °C, 25 °C e 37 °C), em funcdo do tempo (zero, 15, 30, 60, 90 e 120 dias), onde
foram avaliadas caracteristicas fisico-quimicas como o tamanho de particula, potencial zeta,
indice de polidisperséo e pH conforme descrito acima. Além disso, foi realizada a centrifugacdo

por 30 minutos a 15000 rpm para avaliar a possivel separacéo de fases (ANVISA, 2004).

2.4 Determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulagdo da curcumina

O teor de curcumina nos nanocarreadores foi analisado por espectroscopia UV/Vis. As
medidas foram realizadas em um espectrofotémetro Synergy Mx Multi-Mode Reader (BioTek,
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USA), utilizando-se placa de quartzo e detec¢do a 425 nm. Uma aliquota da solucdo de NE e
CLN com curcumina foi dissolvida em acetonitrila. O teor de curcumina (concentragéo total)
da suspenséo foi calculado ap6s a determinacdo da concentracdo do composto nas solucGes de
acetonitrila e foi expresso em pg de curcumina/mL de suspensao. O teor de curcumina foi
calculado como sendo a porcentagem da concentragdo total do composto encontrada nas
suspensdes coloidais em relacdo a quantidade inicialmente adicionada. A eficiéncia de
encapsulacdo foi avaliada atraves da passagem das formulag6es por colunas Bio-rad (10 kDa).
Apbés a separacdo, o farmaco livre foi quantificado medindo a absorbancia em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 425 nm. Todas as amostras foram analisadas
em triplicata.

2.5 Ensaio de liberacao in vitro

O estudo de liberagdo in vitro da curcumina a partir de NE-CUR e CLN-CUR foi
realizado pelo método de didlise. Para os experimentos, 2 mL de cada formulacdo contendo
curcumina foram adicionados em sacos de didlise MWCO 10.000 Da da Sigma-Aldrich®
(Missouri, EUA), os quais foram colocados em bécker contendo 200 mL de meio de liberagdo
composto por agua acida: PEG 400 (70:30, v/v) para manter as condi¢des sink, no qual a
solubilidade de curcumina é de 0,099 mg-mL!, enquanto que em 4gua, a solubilidade da
curcumina ¢ praticamente nula. O meio de liberacao foi mantido a 37 °C sob agitacdo magnética
a 70 rpm. Aliquotas do meio de liberacdo foram coletadas nos intervalos de tempo de 0,5; 1; 2;
4; 6; 8; 24; 48 e 72 horas. O meio de liberagao foi imediatamente reposto apos cada coleta. A
quantidade de curcumina das amostras foi determinada por metodologia previamente validada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O experimento foi realizado em
triplicata para cada formulagdo avaliada, e todo o experimento ocorreu em ambiente escuro para
proteger a amostra da luz (VAZ et al., 2017). As quantidades liberadas de curcumina foram
expressas em % e plotadas em grafico em relagdo ao tempo (h). Para avaliagdo da cinética de
liberacdo, os dados foram ajustados nos modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi,

conforme as férmulas:

Q = Qo + Kt (modelo de ordem zero)
InQ = InQp — Kt (modelo de primeira ordem)
Q = K.t"? (modelo Higuchi)
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Onde Q ¢ a quantidade de farmaco liberada no tempo t, Qo € a concentragdo inicial e K é a

constante de liberacao de acordo com o modelo.

2.6 Estudos de permeacio e reten¢do cutanea ex vivo

Os estudos de permeagdo e retencdo a partir das formulagdes foram realizados em pele
de orelha suina, utilizando-se modelo biocompartimental de células de difusao do tipo Franz.
As orelhas suinas foram obtidas de um frigorifico situado na cidade de Pelotas/RS. A pele foi
excisada da parte externa da orelha com o auxilio de bisturi. Os pelos e excessos de gordura
foram removidos com tesoura de ago. Foi utilizado medidor de espessura para determinar a
espessura dos discos cutaneos previamente. Para o fluido receptor, foi utilizada mistura de
solugdo tamponada de fosfato de potéssio e hidroxido de s6dio pH 6,4 e PEG 400, na propor¢ao
70:30, de acordo com Lucca e colaboradores (2015). O compartimento receptor foi mantido a
30 °C sob agitacdo constante durante 8 horas.

As peles de orelhas suinas utilizadas no estudo de permeagao/retencao cutanea foram
divididas em dois grupos: pele integra (na presenca de estrato corneo, epiderme e derme) e pele
escaldada, mimetizando uma queimadura por agua quente. Foram colocados diretamente sobre
a pele no compartimento doador 350 pL. de NE ou CLN, em ambas as orelhas. Aliquotas do
fluido receptor foram obtidas nos tempos 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 6h e 8h, e adicionadas de 100
pL de fase movel, filtradas e quantificadas por HPLC. Os resultados foram expressos como
quantidade de curcumina permeada por unidade de area versus tempo, enquanto que os
resultados da formulagao retida na mucosa apos a extracdo foram expressos em pg/cm?.

Apos 8 horas, a pele foi removida do equipamento, e o excesso de formulagdo foi
removido da sua superficie utilizando agua Milli-Q. O excedente cutaneo que ndo estava em
contato com a formulacao foi cortado com o auxilio de uma tesoura de aco. A epiderme, a

derme e as aliquotas fluidas foram analisadas por HPLC.

2.7 Analise das mucosas por microscopia confocal

Para avaliagdo das mucosas por microscopia confocal foi realizado um outro ensaio de
permeagdo por 8 horas. Apos o teste, as peles foram retiradas do aparato de permeacdo e
imediatamente fixadas por 6 horas em paraformaldeido 4% em tampao fosfato salino (PBS),

sendo apods conservadas em PBS. Foram realizados cortes transversais de 25 micras nos tecidos
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emblocados em gel de congelamento (Jung - Tissue Freezing Medium®) utilizando um
criostato (Leica, Suica) a temperatura de -27 °C, no CEME-Sul/FURG. Os cortes foram
dispostos em laminas de vidro e estas foram mantidas em solu¢do de etanol 70% e 0,25% de
NH3 por 1 hora, seguido de 10 minutos em etanol a 50%.

Posteriormente, as 1aminas foram lavadas com PBS pH 7,4 e uma laminula de vidro foi
disposta sobre a amostra, para posterior analise, utilizando-se 6leo de imersdo. As imagens
foram adquiridas com microscopio confocal espectral (Leica, Suica). Para as imagens em
confocal, as configuracdes foram ajustadas no inicio das aquisi¢des € ndo mais alteradas. As
imagens foram adquiridas sequencialmente (5 imagens sequenciais de 2 micras cada,
finalizando com a projecdo méaxima das 10 micras de imagens), utilizando-se o argon laser
beam (488 nm) com poténcia de 1,5 mW sendo a auto-fluorescéncia da curcumina detectado

pelo fotomultiplicador (500 até 550 nm).

2.8 Ensaio de citotoxicidade

Para determinar a citotoxicidade das formulacoes, foram testados NE e CLN contendo
ou ndo curcumina. A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT, que mede a
atividade da desidrogenase mitocondrial através da reducao do (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina) em formazan (MOSMANN, 1983).

Para o teste, fibroblastos humanos (linhagem HFF-1) foram semeados em placas de 96
pocos e, apds os tratamentos, incubados com uma solugdo de MTT 0,5 mg/mL por 2 horas a 37
°C. Apos este periodo, foram adicionados 150 pul de DMSO para dissolver os cristais de
formazan. A absorbancia foi determinada em 490 nm em leitor de microplaca Perkin Elmer. Os
resultados expressos em porcentagem do controle, onde a viabilidade celular foi determinada

pelo célculo da média de absorbancia/ média de absorbancia do controle x 100.

2.9 Ensaios de atividade antimicrobiana

Para os ensaios in vitro de avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados 0s
excipientes, a curcumina livre, e 0s nanocarreadores NE e CLN com e sem curcumina em
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), bem como controles de esterilidade do meio de
cultivo (Caldo Muller Hinton — Himedia®), de sensibilidade da cepa ATCC (utilizando
antibidtico Gentamicina — Sigma®), esterilidade dos compostos e controle positivo de

viabilidade do microrganismo teste.
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Para a determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoéria (CMI), foi utilizada a
metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) no
documento M7-A09 (2012). Foi realizada uma microdiluicdo seriada (1:2) dos compostos em
caldo Muller Hinton, de maneira que as concentragdes variaram de acordo com a concentragdo
de curcumina contida na NE e CLN (ug/mL). A placa foi incubada por 24h a uma temperatura
de 36 °C + 1, e apds este periodo foi adicionado resazurina (0,02%), um indicador de viabilidade
celular. A placa foi novamente incubada a 36 °C + 1 por 1,5 h para posterior leitura no
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 600 nm.

Foi realizada a avaliacdo da associacgdo, in vitro de curcumina, NE e CLN com o
antibidtico gentamicina, através da técnica de Checkerboard, conforme descrito por Pillai,
Moellering e Eliopoulos (2005), com algumas modificacdes. A interpretacdo dos resultados do
checkerboard foi realizada através do indice da concentracdo fracional inibitoria (FICI) obtida
pela sequinte formula: FICI = (CMI do composto A combinado/CMI do composto A sozinho)
+ (CMI do composto B combinado/CMI do composto B sozinho). A concentragédo fracional
inibitéria (CFI) foi definida como a menor concentracdo em que os dois compostos em
associacdo sejam capazes de inibir o crescimento bacteriano. Os resultados do FICI foram
interpretados de maneira que: FICI < 0,5 = sinergismo ; 0,5< FICI < 1= aditividade; 1< FICI <
2 = indiferenca e FICI > 2 = antagonismo.

A partir da concentracdo inibitéria minima foi realizada a cinética de crescimento
bacteriano na presenca das formulagdes foram contadas as col6nias, expressas em UFC, e
calculada a porcentagem de crescimento de acordo com o controle positivo nos tempos 0, 1, 3

e 24 horas.
2.10 Anélise estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio de anélise de variancia (ANOVA); um valor
de p inferior a 0,05 (p <0,05) foi considerado estatisticamente significativo. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o software Prism (ver. 8.4.3, Graph-Pad Inc., San Diego,
CA, EUA).

3. Resultados

Primeiramente, foram avaliados os excipientes para a produgdo dos nanocarreadores

com o intuito de escolher os que melhor se adequavam as formulagcGes, proporcionando as
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melhores condicOes para o preparo dos nanocarreadores, visto que tais compostos séo
importantes nas formas farmacéuticas, uma vez que conferem estabilidade fisico-quimica e
melhoram as caracteristicas biofarmacéuticas dos medicamentos. Dentre os lipidios solidos
testados, 0 MEG foi o composto que sofreu uma maior diminuigcdo do ponto de fusdo (Tabela
2), demonstrando que a interacdo entre MEG e TCM foi eficiente para deslocar o pico de fusdo
de MEG, com uma diminuicdo de 6,82%. O ponto de fuséo de 56,12 °C foi adequado para a

producdo de carreadores lipidicos nanoestruturados pela técnica de HAP.

Tabela 2. Percentual de diminui¢do do ponto de fusdo de misturas de lipidios solidos e
liquidos testados por DSC.

Ponto de Fusdo % de diminuicdo

Cera de candelila 58,91 °C

Cera de candelila + TCM 55,94 °C 5,04%
Acido estedrico 61,7 °C

Acido estearico + TCM 58,8 °C 4,7%
MEG 60,23 °C

MEG + TCM 56,12 °C 6,82%
Manteiga de Karite 56,29 °C

Manteiga de Karite + TCM 57,03 °C -

No estudo em questdo, foram utilizados como surfactantes o Tween 80 e Span 80,
tensoativos ndo i10nicos, uma vez que estes tém sido utilizados em produtos terapéuticos de uso
topico com o intuito de aumentar o fluxo de permeacdo de farmacos na pele. Os surfactantes
ndo ibnicos sdo geralmente menos irritantes e mais tolerados pela pele do que os aniénicos ou
catidnicos, sendo uma classe segura como tensoativos para auxiliar na solubilizacdo dos
compostos ativos lipofilicos (KARANDE e MITRAGOTRI, 2009; SOM; BHATIA; YASIR,
2012).

Em relacdo a estabilidade das formulag6es, observou-se uma varia¢do de tamanho nas
nanoemulsdes em todas as temperaturas, mesmo que infima, especialmente no periodo entre 15
e 30 dias, sendo que a maior diferenca ocorreu na temperatura de 37 °C. Ja em relacdo ao
tamanho dos carreadores lipidicos nanoestruturados, observou-se fenémeno semelhante as
nanoemulsdes, mas comparativamente com maiores alteragcdes. O potencial zeta e o PDI de
ambas as formulagdes ndo apresentaram alteracGes substanciais. Relacionado ao pH, houveram
algumas diferengas da variagdo nas formulagdes, diminuindo o valor de forma escalonada, com
patamares semelhantes nas 3 temperaturas. No que tange a eficiéncia de encapsulacgdo, esta

diminuiu com o decorrer do tempo, mas de forma branda. Dessa forma, conforme expresso nas
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tabelas 3 e 4, pode-se considerar as formulagGes sdo estaveis, visto que as alteracdes nas
caracteristicas fisico-quimicas foram expressivamente pequenas no decorrer do periodo de 120
dias, entretanto, comparando-se as trés temperaturas, pode-se enfatizar que a temperatura de 37
°C foi a que apresentou maiores variaces. Além disso, salienta-se que as formulagdes foram
submetidas a centrifugacdo em todos os tempos do experimento, e ndo ocorreu separagao de

fases em nenhum dos periodos.

Tabela 3. Estabilidade de NE-CUR nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias, em temperaturas
de4°C,25°Ce37°C.

Tempo (dias) | Temperatura (°C) | Tamanho (d. nm) PDI Potenial zeta (mV) EE(%) pH
0 4 191,08 + 1,27 0,255 +0,019 -20,1 + 0,496 94,53% | 7,45
25 196 £ 2,09 0,257 + 0,020 -19,8 + 0,54 95,34% 7,41

37 192,05 +2,10 0,249+ 0,12 -20,34 + 0,69 94,9% 7,39

15 4 192,27 +2,12 0,251 +0,034 -21,03 + 0,65 93,2% 7.4
25 202,7 + 1,89 0,265+ 0,01 -21,83+0,75 92,78% | 7,37

37 198,35 £ 2,01 0,250 + 0,019 -21,8+0,2 92,08% 7,37

30 4 199,66 + 1,06 0,255 +0,02 -20,6 £0,22 92,44% | 7,14
25 207,5+ 1,72 0,261 +0,0005 -19,21+0,51 92,34% | 7,01

37 206,75 + 1,85 0,261 +£0,016 -20,8 + 0,35 92,03% | 7,23

60 4 198,54 £ 1,99 0,250+ 0,013 -20,1+0,29 92,32% 7,12
25 203,4+2,01 0,253 +0,052 -21,41+£0,23 92,32% | 7,11

37 201,43 £2,10 0,252 + 0,042 -19,82 +0,31 91,3% 7,19

90 4 199,64 + 1,09 0,256 + 0,023 -21,03+0,13 92,01% | 7,09
25 202,39 + 1,06 0,251 +0,013 -21,73 £ 0,02 91,78% | 7,10

37 204,51 £2,03 0,250+ 0,011 -22,9+0,12 91,1% 6,99
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4 200,71 £2,45 0,243 £ 0,019 -23,09 +0,22 92,07% | 7,01
25 206,7+2,56 0,237+ 0,021 -20,9 0,06 91,8% 7,14
37 202,03 £2,09 0,242 £ 0,022 -22,08 0,14 91,03% | 6,98

Tabela 4. Estabilidade de CLN-CUR nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias, em temperaturas
de 4 °C,25°Ce37°C.

Tempo (dias) Temperatura (°C) | Tamanho (d.nm) PDI Potenial zeta (mV) EE (%) pH
0 4 212,85+ 1,99 0,283 + 0,042 -25,65+ 0,93 92,45% 7,00
25 212,54 1,27 0,287+ 0,02 -26,7+1,17 92,9% 7,13

37 211,09 +£1,92 0,285 + 0,09 -25,6 +£0,12 92,5% 7,11

15 4 210,43 2,09 0,297 + 0,02 -26,1+£2,01 90,66% 7,12
25 209,70 + 2,53 0,299+ 0,019 -26,025 + 0,19 92,80% 7,12

37 214,90 £ 1,98 0,28 £0,022 -27,41 £2,01 92,49% 7,19

30 4 220,30 + 1,72 0,289+ 0,011 -25,63 +2,08 90,12% 7,09
25 221,62 + 1,86 0,294 + 0,02 -25,75 + 1,67 92,77% 7,19

37 230,08 + 1,09 0,282 +0,019 -26,46 + 1,03 91,7% 7,07

60 4 229,54 £ 0,19 0,295 + 0,025 -25,89 £ 0,21 90,1 % 7,00
25 231,62 + 1,95 0,287 + 0,039 -28,5+ 1,19 92,34 % 6,98

37 228,9 +2,09 0,284 + 0,09 -27,34 +£0,94 91,56 % 7,01

90 4 231,45+ 1,094 0,283 + 0,067 -27,98 +2,02 90,04 % 7,05
25 228,53 £1,74 0,294 + 0,012 -28,94 £2,14 91,54 % 6,85

37 231,45 +2,09 0,279 +0,014 -26,65 + 1,98 90,08 % 6,98

120 4 230,1+ 1,04 0,287 + 0,091 -27,5+1,84 90,05 % 7,01




25

231,90 £2,11

0,294 £ 0,076

-284+1,12

91,29 %

7,01

37

232,43 +£2,01

0,284 + 0,083

-26,7+0,17

90,02 %

6,87
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No ensaio de liberacao, aliquotas do meio foram coletadas nos intervalos de tempo de

0,5,1,2,4,6, 8, 24, 48 e 72 horas, para determinagdo da concentragdo de curcumina. Quando

a formulagao NE-CUR foi avaliada, quantidade mensuravel de curcumina foi detectada a partir

de 2 horas do inicio do ensaio. Para CLN-CUR, foi possivel quantificar curcumina apos 4 horas.

Na figura 1, pode-se observar que houve diferenga estatistica entre as quantidades de curcumina

liberadas pelas formulagdes nos tempos de 24 horas e 48 horas. Em 72 horas, NE-CUR

apresentou liberacdo de 57,14% de curcumina e CLN-CUR de 51,62%.

Figura 1. Liberacao de curcumina em fung¢do do tempo.

®
<

Liberagao de Curcumina (%)

-~ Ne
- CLN

6 8 24
Tempo (horas)

48

72

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A analise estatistica foi realizada por ANOVA. ** p

<0,005.

Os dados do estudo de liberacdo in vitro foram ajustados a trés diferentes modelos

matematicos, ordem zero, primeira ordem e Higuchi. Os resultados obtidos para o coeficiente

de correlacdo indicaram que a cinética de Higuchi foi a mais adequada para NE-CUR, sendo

que para CLN-CUR néo foi possivel realizar diferenciacéo entre os modelos de primeira ordem
e Higuchi. Os valores da constante de liberagdo (K) de NE-CUR e CLN-CUR, considerando o
modelo de Higuchi, foram 0,04 e 0,036, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Pardmetros cinéticos obtidos a partir dos perfis de liberacdo de curcumina de NE e

CLN
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NE-CUR  CLN-CUR

Coeficiente de correlagéo (r?)

Ordem zero 0,94 0,98
Primeira ordem 0,97 0,99
Higuchi 0,99 0,99
Valor de K (72h)* 0,040 0,036

* O valor de K foi determinado considerando o modelo Higuchi para ambas as formulagdes.

No ensaio para avaliar a permeacéo e retencdo em células de Franz utilizando orelhas
de porco, ndo foi detectada permeacdo proveniente de NE ou CLN em pele integra ou pele

escaldada no meio receptor, indicando que os nanocarreadores nao atravessaram a pele.

A retencdo cuténea foi observada em ambas as condic¢Oes, conforme Figura 2. Na
epiderme da pele integra, foi quantificado 0,940 pg/cm? de retencdo de curcumina de NE-CUR
e 1,167 ug/cm? de CLN-CUR, enquanto que na epiderme da pele escaldada foi quantificado
4,206 pg/cm? de NE-CUR e 5,078 ug/cm? de CLN-CUR. Em relacdo a derme da pele integra,
foi quantificado 1,204 pg/cm? de retengdo de curcumina de NE-CUR e 0,870 pg/cm? de CLN-
CUR, enquanto que na derme da pele escaldada foi quantificado 4,969 pg/cm? de NE-CUR e
3,547 pg/cm? de CLN-CUR.

Figura 2. Retencao de curcumina proveniente de NE-CUR e CLN-CUR em pele integra e pele

escaldada
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Através da anélise de microscopia confocal, pode-se observar que houve maior retencao
de formulagdo em pele escaldada do que em pele integra, corroborando com os dados
apresentados no ensaio de reten¢ao em células de Franz. Além disso, nota-se que o CLN-CUR

permanece em maior quantidade na camada superficial da pele quando comparado com NE-

CUR (Figura 3).

Figura 3. Imagens de microscopia confocal de nanoemulsdo e carreador lipidico
nanoestruturado em peles de orelha de porco integras e escaldadas.

A = CLN-CUR em pele escaldada, B = CLN-CUR em pele integra, C = NE-CUR em pele escaldada,
D = NE-CUR em pele integra.

Os resultados obtidos através do ensaio com MTT, o qual avalia a viabilidade celular,
mostraram que os CLN-CUR demonstraram viabilidade celular até 62,5 ng/mL, enquanto que
em NE-CUR mostrou-se viavel até 125 pg/mL. Analisou-se ainda que nas concentragdes 62,5
pg/mL e 31,2 pg/mL houve diferenca estatistica entre as formulagdes com a mesma

concentracdo de curcumina (Figura 4.). Além disso, salienta-se que os resultados mostraram
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que houve aumento na proliferacdo celular a partir da concentragdo de 62,5 pg/mL em NE-

CUR, como pode-se observar na figura 4.

Figura 4. Viabilidade celular de células HFF-1 frente a NE-CUR e CLN-CUR.
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Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A analise estatistica foi realizada por ANOVA. ** p
<0,005 e *p<0,05

Nos estudos de atividade antimicrobiana os lipidios liquido e sélido, TCM (70 mg/mL)
e MEG (49 mg/mL), bem como os surfactantes de fase aquosa e de fase oleosa, Tween 80 (20
mg/mL) e Span 80 (30 mg/mL), ndo apresentaram atividade antimicrobiana no teste de
concentracdo minima inibitoria apds 24 horas de incubacdo, nas concentragdes utilizadas para
producao dos nanocarreadores.

A curcumina livre apresentou atividade antimicrobiana frente a cepa de P. Aeruginosa
com uma concentragdo minima inibitdria de 57,7 pg/mL, enquanto que NE-CUR e CLN-CUR
contendo 460 pg/mL de curcumina ndo apresentaram concentracdo minima inibitéria nas
condigdes testadas, em 24 horas. A gentamicina foi usada como controle nos testes, e
apresentou concentra¢do minima inibitoria de 0,125 pg/mL.

Afim de avaliar a cinética de crescimento bacteriano de P. aeruginosa, a cepa foi
exposta aos compostos nos tempos 1, 3 e 24 horas. Foram contadas as colonias, expressas em
UFC, e calculada a porcentagem de crescimento de acordo com o controle positivo. A
gentamicina 0,125 pg/mL, valor de CMI, foi usada como controle e inibiu completamente o
crescimento bacteriano a partir de 3 horas, enquanto que a curcumina livre, 57,5 pg/mL, valor
do CMI, reduziu o crescimento bacteriano em 75% no tempo de 3h. Por outro lado, os

nanocarreadores parecem ter um comportamento diferente, visto que NE-CUR inibiu o
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crescimento bacteriano em 65% ap6s o tempo 24h, enquanto que o CLN-CUR apresentou

menor inibi¢cdo em todos os tempos quando comparado a NE-CUR (Figura 5).

Figura 5. Porcentagem de inibigdo bacteriana.
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NE= Nanoemulsio contendo 460 ug/mL de curcumina, NCL= Carreador Lipidico Nanoestruturado
contendo 460 pg/mL de curcumina e CUR= Curcumina 57,5 pg/mL (CMI)

Em relagdo ao teste com associacdo entre os compostos, observou-se que concentragdes
de curcumina apresentaram efeito aditivo e de sinergismo quando associadas a gentamicina, ja
quando associada NE-CUR e gentamicina, a interagdo foi de indiferenga, mas demonstrou que
a associacao de NE-CUR e gentamicina diminui pela metade o CMI do antibidtico gentamicina

(Tabela 6).

Tabela 6. Associacdao de curcumina e gentamicina frente a cepa bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa.

CMI NE-CUR em
CMI CUR em combinacao/CMI  combinacao/CMI GEN em

Cepa Composto  CMI GEN em combinacao combinacao FICI Interacdo
Pseudomonas ~ CUR 57,5 28,75/0,0625 1 Aditividade
aeruginosa
28,75/0,03125 0,75  Aditividade
GEN 0,125 28,75/0,0156 0,62  Aditividade
0,9/0,0625 0,5 Sinergismo

NE-CUR  >460 460/0,0625 1,5 Indiferenca
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*Valores de CMI pg/mL; FICI® 0,5 = sinergismo ; 0,5< FICI < 1= aditividade; 1< FICI < 2 = indiferenca e FICI > 2 = antagonismo

4. Discussao

Os diversos ensaios que compdem este estudo demonstram que € possivel a producéo
de nanoemulsGes e carreadores lipidicos nanoestruturados a partir da técnica de
homogeneizacdo a alta pressdo com tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta
adequados, bem como boa eficiéncia de encapsulacédo e estaveis pelo periodo analisado. NE-
CUR foi a formulacdo que apresentou melhores resultados nos ensaios de liberacdo e retencao
cuténea e vantagens em relacao a viabilidade celular e proliferacdo de fibroblastos, além de ter
demonstrado associacdo com gentamicina gerando resultados favordveis na atividade
antimicrobiana.

Para embasar a preparacdo de CLN-CUR, foram testados lipidios sélidos de forma a
determinar qual deles apontaria uma maior diminuicdo do ponto de fusdo, quando interagindo
com lipidio liquido. A calorimetria de varredura diferencial é uma técnica que avalia o
comportamento de fuséo e cristalizacdo de lipidios, dessa forma, é uma analise importante na
escolha dos constituintes de um nanocarreador, para detectar a interacdo entre os lipidios, no
caso de um carreador lipidico nanoestruturado (GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010;
FANG et al., 2012).

Dentre os testados, podemos verificar que 0 MEG foi o composto que sofreu maior
diminuicdo no ponto de fusdo, sendo que a utilizacdo de TCM demonstrou ser eficaz para
deslocar o pico de MEG, diminuindo em 6,82% o ponto de fusdo. A diminuicdo no ponto de
fusdo pode indicar uma interacdo entre estes compostos, formando uma perturbagdo na matriz
lipidica, importante para facilitar o encapsulamento de farmacos e manter uma liberagédo
prolongada através de CLN (BELOQUI et al., 2016). Portanto, o MEG foi escolhido como
matriz lipidica sélida para desenvolver o CLN-CUR, uma vez que foi o composto que causou
maior desordem no sistema. Além disso, consideramos importante que as formulagdes tenham
ponto de fusdo de até 60 °C ja que esta é uma limitacdo do homogeneizador a alta pressao,
dessa forma, a producdo de qualquer mistura com ponto de fusdo superior seria invidvel por

esta técnica.
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Estudo realizado por Hédrich e colaboradores (2021) verificou através de andlise de
DSC a escolha de lipidio solido para a producdo de carreadores lipidicos nanoestruturados,
salientando a importancia da interacdo entre os lipidios escolhidos para uma formulacgdo. Essa
selecdo deve ser realizada com o intuito de avaliar a capacidade do lipidio liquido de
interromper a estrutura cristalina do lipidio sélido, e conseguir através da desordem no sistema
diminuir o ponto de fusdo da mistura.

Os resultados de tamanho médio das formulacdes, de 196 nm * 2,09, e 212,54 nm +
1,27 para NE-CUR e CLN-CUR, respectivamente, foram considerados satisfatérios para
formulacdes de uso tépico, valores corroborados por estudo realizado com nanoemulsdes
contendo curcumina, com tamanho de 195-217 nm (GUERRERO et al., 2018) e por estudo
com nanoemulsdes produzidas para o tratamento de feridas, com tamanho médio entre 150 e
230 nm (BACK et al., 2020).

Além disso, o estudo de Guerrero e colaboradores (2018) obteve nanoemulsdes com
PDI < 0,2 e potencial zeta negativo (-30 a -36 mV), e rendimento de 95% de curcumina. No
estudo em questdo, o indice de polidispersédo foi de 0,257 + 0,020 e 0,287 + 0,02, e o potencial
zeta -19,8 + 0,54 e -26,7 + 1,17 para NE-CUR e CLN-CUR, respectivamente, também
considerados adequados, demonstrando que as formulagdes possuem distribuicdes
monodispersas, indicado pelos baixos valores do indice de polidispersdo, além da estabilidade
observada pelo potencial zeta apropriado, o qual reflete o potencial da superficie das particulas,
sendo este importante uma vez que as particulas com cargas elétricas na superficie afetam as
interacdes da particula com o0 meio e sua estabilidade (MCCLEMENTS, 2007).

Em relacdo ao CLN-CUR, estudo de LEE e colaboradores (2020) produziram CLN
contendo curcumina e fator de crescimento epidérmico com tamanho médico de 331,8 nm e
PDI de 0,31 + 0,03 produzidas para o tratamento de feridas crénicas, e estudo realizado por
Vijayakumar e colaboradores (2019) produziram CLN modificado com ginsenosideo contendo
curcumina pela técnica de emulsificacdo por fusdo e obtiveram particulas de 340,6 + 33.64 nm
e PDI de 0,172 £ 0,063, sendo estes tamanhos maiores do que 0s encontrados no presente
estudos. O indice de polidispersdo é um dado importante a ser analisados, visto que descreve
0 grau de uniformidade de uma distribuicdo de tamanho de particulas dentro de uma
determinada amostra, sendo considerado adequado quando este valor estd abaixo de 0,3,
indicando uma populacdo homogénea, o que € essencial para obtencdo de resultados
satisfatorios (CHEN; LIU; FAHR, 2011; DANAEI et al., 2018).

A eficiéncia de encapsulacéo foi de 95,34% em NE-CUR e 91,09% em CLN-CUR,

valores semelhantes aos estudos realizados, que indicam que praticamente ndo houve perda de
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compostos durante o preparo das formula¢des (GUERRERO et al., 2018; LEE et al., 2020). A
eficiéncia de encapsulacdo pode ser influenciada pela composi¢do das nanoparticulas, como
observado por Keck e colaboradores (2021), onde matrizes lipidicas mistas, compostas por
lipidios solidos e liquidos obtiveram diminuicdo no contetudo de curcumina quando comparado
a formulagdes compostas por um unico tipo de lipidio.

J& no estudo realizado por Shi e colaboradores (2019), nanoemulsGes contendo
curcumina foram preparadas por método modificado de emulsificacdo-evaporacdo e
apresentaram tamanho médio de 234,8 £+ 1,08 nm, potencial zeta de -19,5 + 0,2 mV e indice de
polidispersdo de 0,10, tamanho maior do que das nanoemulsdes produzidas por
homogeneizacéo a alta presséo no presente estudo. Outro estudo preparou nanoemulsdes com
triglicerideos de cadeia média, pelo método de homogeneizacdo a alta pressdo, e obteve
formulacGes com tamanho médio de 174 + 2 nm e PDI 0,16 * 0, sendo estas menores do que
as obtidas no presente estudo (AHMED et al., 2012).

As diferencas de tamanho observadas em alguns artigos devem ser consideradas, uma
vez que a capacidade de penetracdo na pele € influenciada pelo tamanho e composicdo dos
nanocarreadores (BAHARI e HAMISHEHKAR, 2016; DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018).
Estudo realizado com curcumina verificou uma melhora na solubilidade, estabilidade e
permeacdo na pele quando este composto foi nanoencapsulado (YANG et al., 2020), isso
porque a nanotecnologia pode aumentar a area de superficie, facilitando a penetracéo cutanea
(BAHARI e HAMISHEHKAR, 2016; DANAEI et al., 2018; KARTHIKEYAN; SENTHIL;
MIN, 2020). Estudos relatam que vesiculas com didametro maior do que 600 nm ndo sdo capazes
de penetrar nas camadas mais profundas da pele, enquanto que nanocarreadores com diametro
de 300 nm ou menos tem a capacidade de penetrar na pele, entretanto nanoparticulas de
tamanho abaixo de 36 nm podem ser absorvidas pelos poros, dessa forma, os tamanhos obtidos
no presente estudo sdo adequados para o tratamento de queimaduras na pele (VERMA et al.,
2003; GEUSENS et al., 2011; HUA, 2015).

Em relacdo a estabilidade das formulacdes, trabalho realizado com nanoemulsdes
lipidicas com curcumina demonstrou estabilidade por 60 dias na temperatura de 4 °C
(ANUCHAPREEDA et al., 2012). No presente estudo, os nanocarreadores foram avaliados até
120 dias ap0s o preparo, sendo mantidos em diferentes temperaturas (4 °C, 25 °C e 37 °C),
situacbes nas quais observou-se pequenas alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas,
mantendo-se estaveis no decorrer do periodo. Este dado é importante em relagéo a estabilidade
de tais nanocarreadores, visto também que as formulagdes foram submetidas a centrifugacéo

conforme guia de controle de qualidade da ANVISA (2004) e ndo houve separacdo de fases em
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todos os tempos testados. Outro estudo realizado com nanoparticulas contendo curcumina
observou estabilidade durante trés meses a temperatura ambiente, mantendo-se os tamanhos
inalterados em todas as formulagGes, NE, CLN e NLS (KECK; SPECHT; BRURLER, 2021).

O ensaio de liberacao in vitro foi realizado para melhor compreender o comportamento
das formulagdes NE-CUR e CLN-CUR em termos de liberagdo da curcumina. Com os dados
obtidos foram tragados os perfis de liberagdo, bem como foi avaliado o modelo matemaético que
melhor explica a liberacéo, considerando os modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi.
Com relacdo a cinética de liberacdo, NE apresentou um comportamento baseado no modelo de
Higuchi, e CLN apresentou perfil de liberagcdo que se ajustou nos modelos de primeira ordem
e de Higuchi. O modelo de primeira ordem se ajusta a perfis de liberacdo que sofrem influéncia
da quantidade de farmaco na formulacao, ou seja, do gradiente de concentracdo. O modelo de
Higuchi, por sua vez, descreve perfis cuja liberacdo esta relacionada, principalmente, a difuséo
do farmaco a partir das formulagdes, sendo um dos principais modelos matematicos aplicados
para liberagdo controlada (GOUDA; BAISHYA; QING, 2017, MENDES, 2019). Neste
sentido, quando perfis de liberacdo se ajustam ao modelo de Higuchi, como ocorreu neste
trabalho, sugere-se que a formulacdo exerce certo controle na liberacdo do farmaco. A
magnitude deste controle pode ser inferida através da constante de liberacdo de Higuchi (K).
Para as formulacbes NE-CUR e CLN-CUR obteve-se valores para k de 0,040 e 0,036,
respectivamente, indicando maior controle da liberacéo pela formulagcdo CLN-CUR.

Embora a diferenca entre as constantes de Higuchi tenha sido sutil, a analise direta dos
perfis de liberacdo mostra nitidamente a diferenca entre as formulacdes NE-CUR e CLN-CUR.
Além da formulacdo CLN-CUR ter apresentado liberacdo mais lenta no inicio do ensaio,
refletindo em quantificacdo da curcumina apenas apés 4 horas do inicio das avaliacdes, obteve-
se diferenca estatistica (p<0,005) entre as duas formulacdes nos tempos de 24 e 48 horas.
Também foi observada concentracdo menor de curcumina no meio de liberagdo em 72h para a
formulacdo CLN-CUR.

Como ambas as formulagfes apresentaram a mesma eficiéncia de encapsulacéo e, com
ISso, apresentam a mesma concentracdo inicial de curcumina, ndo se pode justificar as
diferengas nos perfis de liberacdo através do gradiente de concentracdo. E, com isso, é seguro
afirmar que os distintos comportamentos de liberacdo sdo decorrentes das diferencas estruturais
entre NE-CUR e CLN-CUR, havendo um maior controle da liberagdo por CLN-CUR.

Pode-se comparar tais resultados com o estudo de liberagéo in vitro realizado por
LIAKOPOULOU e colaboradores (2021), com nanocarreadores lipidicos com curcumina, que

apresentou uma rapida liberagdo de curcumina em 4 horas, seguida de uma liberagéo sustentada
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em até 32 horas; nele foi observado que NE apresentaram maior liberacdo quando comparadas
com NLS e CLN, tanto no inicio quanto no final do estudo, onde NE-CUR havia liberado 66,6%
de curcumina, CLN-CUR, 44,79% e NLS-CUR, 35,19%. Este resultado corrobora o0s
encontrados no estudo em questdo, uma vez que NE-CUR apresentou maior liberacdo quando
comparada a CLN-CUR, resultado este esperado, e podendo ser justificado pela presenca de
lipidios s6lidos no CLN-CUR, o que pode tornar a liberacdo de curcumina mais lenta.

No entanto, um estudo de liberacdo de curcumina em NE-CUR foi realizado em saco de
dialise em meio contendo soro humano em PBS, e obteve resultados inferiores, com liberacao
de 25% de curcumina em 72 horas (ANUCHAPREEDA et al., 2012).

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, que refere a liberagcdo mais rapida
de farmacos de nanoemulsdes, enquanto que CLN e NLS possuem padrdo de liberacdo de
farmaco mais controlado, sendo entdo mais lento quando comparado ao perfil de liberacao de
NE (WISSING; KAYSER; MULLLER, 2004; CHAKRABORTY et al., 2009; DRAGICEVIC
e MAIBACH, 2018; KECK; SPECHT; BRURBLER, 2021).

E importante salientar que produtos de acdo topica devem ter eficiéncia, baixa
toxicidade e ndo alcancar a corrente sanguinea, por isso deve-se observar a penetracdo e a
absorcdo cutanea de tais produtos (LEONARDI, 2008). Para a permeacdo e retencdo de
formulacdes serem avaliadas in vitro, pode-se utilizar a célula de difusdo de Franz, que avalia
0 potencial de absorcdo da pele por um farmaco; isto depende da capacidade dos materiais
nanoencapsulados em permearem ou ficarem retidos em determinada camada da pele. As
nanoparticulas lipidicas apresentam como vantagem a biocompatibilidade com a pele e a
toxicidade reduzida, sendo importantes para o desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento de queimaduras (YANG et al., 2020).

Neste estudo, as formulacdes NE-CUR e CLN-CUR ndo apresentaram permeacao na
pele integra nem na pele escaldada de orelhas de porco acopladas em células de difusdo de
Franz, demonstrando que estes produtos sdo capazes de permanecer no local. Este resultado
aponta que as formulagcdes permanecem nos tecidos epidérmicos e dérmicos mesmo com pele
mimetizando uma queimadura por d&gua quente, como no caso da pele escaldada, evitando dessa
forma a acdo sistémica da curcumina, conforme esperado para o tratamento de uma queimadura
de pele. Além disso, o fato da formulagao ndo ser detectada no fluido receptor em nenhuma das
condigdes, pode indicar afinidade para tecidos cutaneos (PARISOTTO-PETERLE et al, 2020).

Comparando as formulaces em relagdo a retengdo em pele integra, constatou-se que
CLN-CUR permanece em maior concentragdo na epiderme; acredita-se que tal resultado

ocorreu devido ao fato de CLN-CUR ser composto por lipidios liquidos e sélidos, encontrando
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maior resisténcia em penetrar mais profundamente na pele. J& NE-CUR apresentou maior
retencdo na derme, camada mais inferior, 0 que evidencia ainda mais que a diferenca na
composicao destas formulacGes interfere na retencéo cutanea.

Ja no ensaio realizado com pele escaldada, mimetizando uma queimadura térmica,
observou-se que o comportamento das formulacfes se mantém, ou seja, CLN-CUR encontra-
se em maior retencdo na epiderme, enquanto NE-CUR, na derme. Observa-se, ainda, que 0s
valores de retencdo em pele escaldada sdo substancialmente maiores do que em pele integra, o
que se justifica devido ao fato de que nesta ainda se mantém a barreira protetora do estrato
corneo e epiderme sem lesdo, enquanto que na pele escaldada a queimadura acaba rompendo
sua composicao, expondo mais as camadas dérmicas a agdo de moléculas externas (JAIN et al.,
2014). Neste sentido, o uso de nanocarreadores aumenta a eficiéncia dos compostos para
camadas mais profundas da pele, devido ao seu grau de permeabilidade (LUCCA et al., 2015).

Estudo realizado por Keck e colaboradores (2021) avaliou a eficicia de penetracéo
dérmica de nanoparticulas lipidicas com curcumina, observando-se que a quantidade de
curcumina penetrada foi influenciada pela quantidade crescente de lipidio liquido nos
nanocarreadores quando comparados NLS, CLN e NE, demonstrando que a composi¢do da
matriz lipidica influencia na eficacia de penetracdo dérmica de ativos lipofilicos.

Referente a citotoxicidade das formulagdes, no presente estudo, observou-se que NE-
CUR e CLN-CUR séo seguros para a linhagem de fibroblastos humanos (HFF-1) apds 24h de
exposicéo, até as concentragdes de 125 pg/mL e 62,5 pg/mL de curcumina respectivamente,
demonstrando que tais nanocarreadores sdo seguros nas nestas diluicdes testadas.

Outros trabalhos com nanocarreadores contendo curcumina, mas com linhagens
celulares diferentes, apresentaram resultados superiores, onde ndo houve efeito significativo na
atividade mitocondrial; um em linhagem de células epiteliais humanas (A549) com
concentragfes de 25 a 1000 pg/mL de curcumina (SHARIATI, et al., 2019); e outro em
linhagem celular humana nasal (RPMI 2650 - CCL-30) com nanoemulsdes contendo curcumina
até concentracdo de 1000 pg/mL (DEMISLLI, et al., 2020). Portanto, sugere-se seguranca para
futuros experimentos pré-clinicos, uma vez que os resultados indicam que as NE-CUR e CLN-
CUR néo apresentaram citotoxicidade para fibroblastos humanos nas concentragdes de 125 e
62,5 pg/mL respectivamente.

Um resultado importante encontrado neste estudo foi que com NE-CUR, a partir da
concentragdo de 62,5 pg/mL, houve proliferacdo celular. Tal fato pode estar associado a
atividade cicatrizante da curcumina, que tem sua acdo cicatrizante envolvendo a proliferacéo e
migracao de fibroblastos (LIAKOPOULOU; MOURELATOU; HATZIANTONIOU, 2021). A
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reepitelizacdo e o aumento na migragdo de miofibroblastos e fibroblastos foi observada em
estudo realizado com curcumina em ratos queimados, demonstrando que a curcumina apresenta
um papel importante no processo de cicatrizacdo de feridas e no reparo de tecidos em
queimaduras (MEHRABANI et al., 2015). Além disso, outro estudo realizado em ratos com
qgueimaduras demonstrou que a curcumina foi capaz de reepitelizar completamente as feridas,
com diminuicdo nas células inflamatdrias, aumento da proliferacdo de fibroblastos e
angiogénese (SEYHAN, 2020).

Os resultados referentes a citotoxicidade fornecem dados importantes em relagdo a
utilizacdo de tais nanocarreadores, visto que podem melhorar a biodisponibilidade da
curcumina, sendo importante que, além disso, mantenham a viabilidade celular, como
observado com nanoemulsdes contendo curcumina, onde observou-se que tais formulacdes sdo
veiculos eficazes e seguros de entrega de farmacos (ANUCHAPREEDA et al., 2012).

A atividade antimicrobiana da curcumina torna-se relevante uma vez que as
queimaduras destroem a barreira de protecdo da pele e diminuem a migracao de células imunes
do hospedeiro para o local da lesdo, favorecendo as infeccBes bacterianas. A atividade
antimicrobiana deste composto € relacionada a interacdo com a proteina FtsZ que esta envolvida
na divisao celular (SILVA et al., 2018; SHARIATI et al., 2019; KARTHIKEYAN; SENTHIL,;
MIN, 2020).

Um dos patdégenos nosocomiais mais frequentes em lesfes de queimaduras é a
Pseudomonas aeruginosa, que apresenta diversos fatores de viruléncia e resisténcia bacteriana,
0 que dificulta o tratamento destas lesdes (CLARK et al., 2003; FALLAH; BORHAN;
HASHEMI, 2013, SHARIATI et al., 2019). Além disso, infeccBes com P. aeruginosa sdo
descritas como a principal causa de morbidade e mortalidade entre pacientes queimados
hospitalizados, o que demonstra a importancia de estudos com compostos com atividade
antimicrobiana para o controle e tratamento destas infec¢cbes (FALLAH; BORHAN;
HASHEMI, 2013). A curcumina tem papel importante neste caso, visto que apresenta atividade
antibacteriana contra diversas bactérias gram-negativas, como P. aeruginosa (NEYESTANI, et
al., 2019; SHARIATI et al., 2019).

Em estudo realizado por Bhawana e colaboradores (2011), os autores acreditam que
nanoparticulas de curcumina atuem na parede celular das bacteérias, quebrando-a, e penetrando
em seu interior e assim desestruturando as organelas celulares, visto que a curcumina interage
com a membrana fosfolipidica externa de bactérias gram-negativas e gram-positivas. Neste
mesmo estudo, foi demonstrado um amplo espectro inibitdrio em todas as bactérias testadas (S.

aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa), onde nanoparticulas de curcumina apresentaram
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CMI de 200 pg/mL e a curcumina livre CMI de 250 pg/mL frente a P. aeruginosa. Este
resultado é justificado uma vez que a curcumina foi diluida em DMSO, composto na qual é
altamente soltvel. Os ensaios bioldgicos in vitro demonstraram que as nanoparticulas contendo
curcumina tiveram uma melhora significativa quando solubilizadas em &gua, comparando a
curcumina livre, podendo ser utilizada como agente antimicrobiano.

No presente estudo, a atividade antimicrobiana da curcumina livre também foi testada
com o composto dissolvido em DMSO, solvente que auxilia a alcangar um CMI menor do que
quando este ndo é utilizado para a dissolugédo (SILVA et al., 2018), demonstrando concentragdo
minima inibitoria de 57,7 pg/mL. J4 NE-CUR e CLN-CUR foram testados diretamente, sem
diluigdo, e ndo demonstraram concentracdo minima inibitoria.

Quando avaliada a cinética de crescimento bacteriano de P. aeruginosa, 57,5 pg/mL de
curcumina livre reduziram o crescimento bacteriano em 75% em 3 horas, enquanto que NE-
CUR inibiu 65% do crescimento bacteriano em 24 horas, ja CLN-CUR apresentou menor
inibicdo em todos os tempos. Tal fato pode decorrer devido a presenca de lipidio sélido em sua
composicdo, o que faz com que a curcumina seja liberada mais lentamente do que na
nanoemulsdo, onde ha somente lipidio liquido.

De acordo com o resultado encontrado em relacdo a liberacdo de curcumina dos
nanocarreadores, sugere-se que a quantidade liberada em 24 horas durante o teste de CMI (460
pg/mL) ndo é suficiente para inibir o crescimento bacteriano, entretanto, na cinética de
crescimento pode-se observar que tanto NE-CUR quanto CLN-CUR foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano nos tempos avaliados, podendo estar relacionado a liberacao controlada
e tardia de curcumina dos nanocarreadores.

Shariati e colaboradores (2019) realizaram ensaio de microdiluicdo em caldo com
curcumina livre e nanoparticulas de curcumina preparadas por ultrassom, frente a P. aeruginosa
e obtiveram CMI das nanoparticulas de curcumina de 128 pg/mL, enquanto que o de curcumina
livre foi de 256 pg/mL. Neste mesmo estudo, as nanoparticulas de curcumina destruiram o
biofilme de P. aeruginosa, demonstrando ser formula¢Ges promissoras para o tratamento de
gueimaduras.

No presente estudo, a avaliacdo da curcumina e gentamicina frente & P. aeruginosa,
concentracdes de curcumina apresentaram efeito aditivo e de sinergismo quando associadas a
gentamicina, ja quando associada NE-CUR e gentamicina, a interacdo foi de indiferenga, mas
demonstrou que a associagdo de NE-CUR e gentamicina diminui pela metade o CMI do

antibidtico gentamicina.
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Em trabalho realizado por Bahari e colaboradores (2017), o CMI de curcumina frente a
P. aeruginosa foi de 0,128 mg/mL. Pela técnica de chequerboard, foi observado o efeito
sinérgico entre curcumina e azitromicina e curcumina e gentamicina (BAHARI et al., 2017),
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo.

Uma vez que pequenas mudangas na composicao das formulagdes podem alterar suas
propriedades biofarmacéuticas (KECK; SPECHT; BRUBLER, 2021), sugere-se novos estudos
in vitro e in vivo em futuros trabalhos, com o intuito de avaliar e compreender melhor a
atividade destas formulagdes. Entretanto, salienta-se que NE-CUR demonstrou ter um potencial
de acdo maior do que CLN-CUR para o tratamento de queimaduras, visto que apresentou maior
estabilidade, melhor liberacdo de curcumina, retencdo na derme, menor citotoxicidade e
proliferacdo celular frente a fibrastos humanos, e diminuicdo no CMI de gentamicina quando

associado a nanoemulsdo contendo curcumina.

5. Conclusodes

Foram obtidas formula¢6es com tamanho nanométrico e propriedades adequadas para
aplicacdo dérmica, com boa eficiéncia de encapsulacdo, e permanecendo estaveis por 120 dias
em diferentes temperaturas. NE-CUR demonstrou liberacédo e retencéo cutanea com melhores
resultados quando comparado com CLN-CUR, também apresentando vantagens em relacéo a
viabilidade celular, com maior concentracdo, bem como em relacdo a proliferacdo celular.
Quanto aos ensaios de atividade microbiana, observou-se que a curcumina tem atividade contra
P. aeruginosa e que NE-CUR associado a gentamicina tem resultados favoraveis. Os resultados
apresentados no presente estudo demonstram que NE-CUR é promissora para o tratamento de
gueimaduras, entretanto reforcam a necessidade de novos estudos para verificar a atividade de
nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados contendo curcumina no processo de

regeneracdo em lesdes de queimaduras.
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7 CAPITULO 3

Nanotechnological dressings containing curcumin for the treatment of burn patients

Abstract:

Burns are injuries that damage the skin and its appendages, impairing the functions of this
organ, so proper care and treatment are important. In addition, burns are favorable regions for
the development of bacterial infections due to their conditions. They have been also considered
a public health problem, due to their time-consuming and costly treatment. In addition, widely
used treatments have known limitations, which motivates the scientific community to search
for alternatives. One of them is the use of curcumin, a compound with anti-inflammatory,
healing and antimicrobial activity; however, due to its instability against light and low
bioavailability, it has limitations in its use. In this context, nanotechnology can offer solutions
to this problem. This work aims develop gauzes impregnated with nanoemulsions containing
curcumin; these nanoemulsions were prepared through two different techniques — ultrasound
and high pressure homogenizer -, evaluated in their characteristics, stability and cytotoxicity. It
has also been compared the effects of a cationization process in the gauzes.The tests performed
showed efficacy in the preparation of NE-CUR-US and NE-CUR-HPH with sizes of 135 nm
and 144.55 nm respectively; both formulations showed low polydispersion index, adequate zeta
potential and high encapsulation efficiency, resulting in in formulations with observed stability
up to 120 days. In vitro assays demonstrated curcumin release between 2 and 240 hours. The
preparation showed cell viability at a concentration of up to 150 pg/mL, showing cell
proliferation at certain concentrations. The incorporation of nanoemulsions in gauze was also
successful, and gauzes with and without cationization, impregnated with nanoemulsions by the
Foullard method, were evaluated in the release of curcumin, where the gauze produced by
ultrasound had a better release result, emphasizing that the cationized gauzes promoted a faster
release of the drug, while the non-cationized ones promoted a more constant release.

Keywords: Nanoemulsions; Curcumin; Gauze; Burns.

1. Introduction

Burns are tissue damage that can result from a variety of causes, such as direct contact
with liquids, gases, hot surfaces, or electricity. Most often there are skin lesions, which impair
the functions of this organ, such as a barrier and temperature control, hydration and body
sensitivity. Thus, the care for burn patients is essential to reduce mortality and improve the
quality of life of patients (DOHERTY et al., 2002; KECK et al., 2009). In addition, correct care
and treatment are of paramount importance, because burn patients are more exposed to hospital
infections due to their conditions (REMBE et al., 2018).
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Topical treatment for skin diseases has potential advantages over systemic therapies, as
they act directly on the lesion site. However, the treatment of chronic wounds and burns is
laborious and often costly for the public health system (SAGHAZADEH et al., 2018).
Dressings are widely used in the treatment of burns, with the advantage of improving exudate
control, allowing the active ingredient to act directly on the site for a long time, in addition to
being easily adaptable to the wound bed. However, the new alternatives available on the market
have the high cost as a disadvantage, making its use unfeasible, especially in the treatment of
extensive burns (DOHERTY et al., 2002; MOSER; PEREIRA; PEREIRA, 2013).

The treatment of first and second-degree burns is based on tissue re-epithelialization.
Therefore, the need to develop new dressings for the treatment of partial-thickness burns that
damage the epidermis and dermis is evident. In addition to the burn treatment, an ideal dressing
should stimulate tissue regeneration, prevent secondary diseases such as bacterial infections,
and maintain skin hydration to facilitate the debridement of necrotic tissue. In this way, the
treatment must present antimicrobial, anti-inflammatory, anti-oxidant activity and also act in
pain control, characteristics that must be combined with a low cost for the population and the
health system (SHECKTER et al, 2020).

The use of new drug delivery systems can generate more effective drugs, due to the
improvement of their biopharmaceutical properties, when used with this technology (PANDEY
e KHULLER, 2006).

Compounds with anti-inflammatory and antioxidant activity are interesting for a
formulation that aims to treat burns. Allied to this, the use of natural compounds such as
curcumin is promising due to its pharmacological characteristics. Curcumin has antioxidant,
anti-inflammatory and antimicrobial activity, and has been studied in the healing of wounds
and burns (SANDUR et al., 2007; AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; KRAUSZ et al.,
2015; GUO et al., 2017; KIANVASH et al., 2017; PATEL et al., 2020).

Many studies have been conducted on the use of curcumin for the treatment of burns.
Studies show that curcumin is a natural compound that can control burn pain due to its analgesic
effect, in addition to improving healing mediated by anti-inflammatory mechanisms
(CHEPPUDIRA et al., 2013; GUO et al., 2017; KIANVASH et al., 2017; YANG, 2020).
Studies using rats with burns shows that curcumin was able to completely re-epithelialize
wounds, with a decrease in inflammatory cells, increased proliferation of fibroblasts and
angiogenesis, showing that curcumin played a prominent role in the post-burn wound healing
process (MEHRABANI et al., 2015; SEYHAN, 2020).
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However, due to its insolubility in aqueous media, rapid degradation and
photosensitivity, it is important that this compound is associated with the use of nanocarriers,
thus allowing curcumin to effectively exercise its pharmacological function (KRAUSZ et al.,
2015; BHAT et al., 2019; SHARIATI et al., 2019; WAGHULE et al., 2020).

When comparing the activity of free and nanoencapsulated curcumin, it is observed that
nanotechnology represents a significant advance in the treatment of burns. It overcomes the
difficulties inherent in the use of curcumin, allowing a better action of this compound, with a
reduction in bacterial load and improvement in the healing of burn wounds acting in the
proliferative phase of wounds, causing increased re-epithelialization (KRAUSZ et al., 2015)

Nanotechnology emerges as an alternative for improving the biopharmaceutical
properties of drugs, as it is able to increase the solubility and stability when compared to the
molecular form, in addition to improving skin permeation, allowing curcumin to effectively
exercise its pharmacological function (MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2012; DAUDT
et al., 2013; KRAUSZ et al., 2015). Within the scope of nanotechnology, the use of lipid
nanocarriers, such as nanoemulsions, is highlighted, since they are biocompatible and
biodegradable due their constitution, becoming safe systems for drug release (DRAGICEVIC
e MAIBACH, 2018).

In a previous study carried out by the research group, nanoemulsions and nanostructured
lipid carriers containing curcumin were produced. It was observed that nanoemulsions had
advantages, such as greater release of the compound, skin retention with better results and
increased cell proliferation when compared to the nanostructured carrier lipid. Therefore, it has
been suggested that nanoemulsions containing curcumin hold promise for treating burns.

In addition, the fact that dressings such as gauze have advantages over other
pharmaceutical forms was considered, as they are able to maintain the humidity in the area,
reduce exudate, assist in epithelial migration and prevent infections (BLOME-EBERWEIN et
al. ., 2020; SINGH and BHATNAGAR, 2020). Several studies have been carried out with the
impregnation of active ingredients in gauze for the treatment of wounds and burns, revealing
satisfactory results, with higher healing rates when compared to the free active ingredient
(MARTINI, 2011; PALADINI et al., 2016; STANIZZI et al., al., 2016; SILVA et al., 2019;
SINGH and BHATNAGAR, 2020).

Given the results obtained previously and this finding related to the use of dressings,
this study aimed to development of gauzes loaded with curcumin nanoemulsions for the

treatment of burns.
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2. Materials and methods

2.1 Materials

Curcumin, Medium Chain Triglycerides, Span 80, dialysis tubes (cut-off 1 kDa) and all
culture media and supplements were purchased from Sigma-Aldrich, USA. Tween 80 was
obtained from LabSynth. Ultrapure water was obtained from a Millipore Milli-Q Water
Purification system, Germany. Sterile filters 0.22 um composed of polyethersulfone (PES) were
purchased from Merck Millipore, Ireland. Human skin fibroblasts (BJ5ta cell line) were
obtained from American Type Culture Collection (ATCC), UK. T75 cell culture flasks and 96-
well tissue culture polystyrene plates were acquired from SPL Life Sciences, Korea. The cell
viability tests were performed using Promega CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium (MTS) assay, which was purchased from Promega, USA. All other reagents

were analytical grade.

2.2 Preparation and characterization of nanoemulsions loaded with curcumin

2.2.1 Preparation of nanoemulsions loaded with curcumin by high pressure homogenizer (HPH)

and ultrasound methods

For NE preparation, the oil phase was composed of 70% (w/w) of medium chain
triglyderides and 30% (w/w) Span 80, being the Curcumin (0.5 mg) added in this oil phase. The
aqueous phase consisted of 10 mL of water and 2% (w/w) Tween 80. Both phases were heated
under magnetic stirring, oil phase was heated at 80 °C and aqueous phase at 60 °C. After the
complete solubilization of both phases, the aqueous phase was added to the oil phase under
constant magnetic stirring (1100 rpm). The formed suspension was pre-homogenized using a
Ultra-Turrax® T10 basic, IKA, Baden-Wiirttemberg, Germany, at 14500 rpm for 2 minutes.
Then, the resulted formulation was subjected to 2 different methods: high-pressure
homogenizer and ultrasounds. For the nanoemulsions preparation by high-pressure
homogenization (NE-CUR-HPH), the formulation was subjected to 6 cycles (20 s each) at
10000 psi using a EmulsiFlex-C3 homogenizer, Avestin, Ontario, Canada). Nanoemulsions
prepared by ultrasounds (NE-CUR-US) were obtained when the suspension pre-homogenized

using Ultra-Turrax was subjected to a high-intensity ultrasonic horn (20 KHz Sonics &



105

Materials Vibracell CV 33.3 mm diameter titanium microtip) for 10 min with an amplitude of
40% and temperature of 60 °C.

2.2.2 Stability of nanoemulsions under different storage conditions

To monitor the physical stability of the NE under different environmental conditions,
the samples were conditioned at 4, 25, and 37 °C in the absence of light and after predefined
time points (0, 15, 30, 60, 90 and 120 days). Their physicochemical characteristics, such as
particle size, PDI, zeta-potential, pH and stability after centrifugation, were analyzed. The three
temperatures were chosen to simulate storage conditions and body temperature, in order to
determine the behavior of NE when subjected at different temperatures.

Mean particle size and the polydispersity index (PDI) were determined in triplicate by
dynamic light scattering, and Zeta-potential was determined via laser doppler anemometry,
using the Malvern Zetasizer NS from Malvern Instruments, UK. The measurements were
performed using water at 25 °C.

The free curcumin was separated from the NE using Bio-rad desalting columns (MWCO
= 10kDa). Then, the free drug was quantified in triplicate by measuring the absorbance at the
maximum wavelength of curcumin (A = 425 nm) in a Synergy Mx Multi-Mode Reader
spectrophotometer (BioTek, USA), using a quartz plate. The encapsulation efficiency (EE) was
determined using equation X, where [drug]initiar and [drug]sree are the total concentration of drug
added in the initial formulation and the concentration of the free drug in aqueous phase solution

after separation in desalting columns, respectively.

[drug]initial - [drug]free

* 100
[drug]free

EE(%) =

Equation X| Determination of the encapsulation efficiency (EE)

2.3 Release profile of curcumin

The release of curcumin from the NE was evaluated by dialysis (cut-off 1 KDa) against
an artificial wound fluid, according to Schiffer et al. (2016), which containing human serum
albumin, sodium chloride, sodium bicarbonate, sodium citrate, sodium lactate, glucose,

calcium, magnesium and urea. The test was carried out at a constant temperature of 37 °C, and
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aliquots were taken at different time points (2, 4, 6, 8, 24, up to 240 hours). The amount of
curcumin released was quantified by absorbance measurements at 425nm. All samples were

analyzed in triplicate.

2.4 Cytotoxicity evaluation

The cytotoxicity of NE loaded with curcumin was evaluated in normal human skin
fibroblasts (BJ5ta cell line) using the Promega CellTiter 96®AQue-ous Non-Radioactive Cell
Proliferation (MTS) assay. The BJ5ta cell line was maintained according to ATCC
recommendations: 4 parts Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and 1 part of M199
medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 4.5 g/L glucose, 1.5 g /L sodium bicarbonate,
10% (v/v) of fetal bovine serum (FBS), 1% (v/v) of Penicillin/Streptomycin solution and 10
ug/mL hygromycin B. The cells were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere of 5%
CO2 in air. Culture medium was refreshed every 2—3 days.

For cell viability assay, cells were seeded at a density of 10x10* cells/well on 96-well
tissue culture polystyrene plates (TPP, Switzerland) and incubated overnight to promote cell
adhesion. The cells were exposed to different concentrations of NE and incubated for 24, 48
and 72 hours. A MTS mixture was then added to cells and incubated for 4 hours at 37 °C. After
this period, the plates were placed on Synergy Mx Multi-Mode Reader from BioTek (USA) and
the absorbance of the formazan product was read at 490 nm. Cell viability was expressed as a
percentage relative to the negative control (untreated control cells). Two independent

experiments were made.

2.5 Development of non-woven gauzes containing nanoemulsions loaded with curcumin

2.5.1 Cationisation at the surface of gauzes

Gauzes were cationized using a technique according to a previously reported method
(HASHEM et al., 2010). First, 3 concentrations of dimethyloctadecyl[3-
(trimethoxysilyl)propylJammonium chloride (10.5 and 2.5 grams per liter), were mixed with 4
g/L sodium hydroxide and then diluted with water to a final volume of 100 mL, in order to see
if there were differences in cationization comparing the three concentrations. Gauzes were

incubated with this solution for 4 hours and stored overnight in a plastic bag at room
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temperature. The gauzes were washed with distilled water and finally dried at room temperature
conditions (SILVA et al., 2014).

Cationization at the surface of gauzes was analyzed by staining of the treated gauzes
and controls with Comassie brilliant blue G250 (Acid Blue 90; C.I. 42655). The staining was
executed in an AHI- BA machine using 1 g/L of Comassie dye, at 60 °C for 1 hour. After
staining, the samples were washed with distilled water until no more dye could be detected in
the washing solution. Color measurements were performed at 600 nm using a
spectrophotometer coupled to a computer (illuminant D65; Spectraflash, from Datacolor

International). For all gauzes samples, experiments were performed in triplicate.

2.5.2 Incorporation of nanoemulsion in cationized and non-cationized gauzes

To impregnate NE loaded with curcumin in gauze, two different approach were tested.
For the impregnation of NE by incubation, they were incubated with the cationized and non-
cationized gauzes in a water bath at room temperature (25 °C) for 24 hours under constant
shaking (50 rpm). After incubation, the samples were removed and washed with distilled water.

Another way of incorporating nanoemulsions in the gauze was through the Foullard
technique, with the passage of gauze for 10 times in the Foullard device (Roaches, United
Kingdom), containing the nanoemulsion with curcumin, carried out in University of Minho,

Guimardes, Portugal.

2.6 Determination of curcumin release profile from gauzes

The release of curcumin from the NE was evaluated by dialysis (cut-off 1 KDa) against
an artificial wound fluid, according to Schiffer et al. (2016). The test was carried out at a
constant temperature of 37 °C, and aliquots were taken at different time points (2, 4, 6, 8, 24,
up to 240 hours). The amount of curcumin released was quantified by absorbance measurements
at 425 nm. All samples were analyzed in triplicate.

The amounts of curcumin released were expressed in % and plotted against time (h).
For Kkinetics evaluation of release profiles, the data were fitted to the model dependent of zero
order, first order and Higuchi, as follows:

Q = Qo + Kt (zero order model)
InQ = InQo - Kt (first order model)
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Q = K.t1/2 (Higuchi model)

where Q is the amount of drug released at time t, Qo is the initial concentration of the

durg and K is the model release constant.

2.7 Morphological characterization of the gauzes containing nanoemulsions

Gauzes containing NE were visualized by scanning electron microscopy using the
scanning electron microscope Nova Nano SEM 200, FEI (Netherlands), with detection of
backscattered and secondary electrons. All samples were added to aluminum pins and
previously coated with gold in vacuum to improve conductivity. The aluminum pin was then
placed inside a standard Phenom sample holder, and different points for each sample were

analyzed.

2.8 Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using analysis of variance (ANOVA); a p-value less
than 0.05 (p < 0.05) was considered statistically significant. All statistical analyzes were

performed using Prism software (ver. 8.4.3, Graph-Pad Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results

In this work, curcumin nanoemulsions were prepared for gauze impregnation. The NE
was prepared by HPH (NE-CUR-HPH) and ultrasound (NE-CUR-US) techniques. The
physicochemical characterization showed that NE-CUR-HPH had a size of 144.55 nm, PDI
values around 0.125 and zeta-potential of -18mV (Table 1), while the NE-CUR-US had an size
of 135.33 nm, PDI around 0.101 and zeta-potential of -22.08mV (Table 2). The pH was also
evaluated and it was observed for NE-CUR-HPH a pH=7.1 and for NE-CUR-US a pH value of
7.3. Regarding the content of curcumin in the formulation, it was 0,57 mg/mL for NE-CUR-
HPH and 0,582 mg/mL of curcumin for NE-CUR-US, while for encapsulation efficiency was
approximately 100% in all formulations.

Table 1 and 2 shows that the NE had very similar values of size, PDI, zeta-potential and
pH even after 120 days of storage at 4, 25 and 37 °C, indicating that the NE prepared are stable
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along time. Additionally, it was determined the leakage of curcumin from NE along time. For
that, the free curcumin was separated from NE formulations using desalting columns (Biorad
columns) and the drug quantified by absorbance measurements. Even after 120 days of storage
at 3 different temperatures, it was observed no leakage of curcumin from NE prepared using
both methods (Table 1). The NE loaded with curcumin was also subjected to centrifugations in

each predefined time point and no phase separation was observed.

Table 1. Physicochemical characterization of nanoemulsions loaded with curcumin prepared
using homogenizer. Values represent the mean =+ standard deviation (SD) of two independent
experiments

82;;) Temperature (°C) Size (d. nm) PDI (eref/i) potential eE#i(;?E;LJ)I/ation pH
0 - 14455 +2.24 0.125 £ 0.015 -18.00 £ 0.45 ~100% 7.1
4 147.03 £ 3.41 0.124 £ 0.032 -17.23+0.23 ~100% 7.1
15 RT 148.03 £ 2.36 0.121 £0.032 -16.75+0.98 ~100% 7.1
37 147.71 £2.13 0.126 £ 0.002 -17.16 £1.43 ~100% 7.1
4 150.45 £ 1.93 0.122 +0.078 -16.31+251 ~100% 7.2
30 RT 148.88 £ 2.70 0.23+0.02 -17.2+1.48 ~100% 7.2
37 142.36 £ 1.94 0.113+0.019 -16.73+1.93 ~100% 7.3
4 138 £2.65 0.123 £ 0.007 -15.63 +0.83 ~100% 7.1
60 RT 139.05 + 0.55 0.119 +0.008 -16.5+0.70 ~100% 7.2
37 14243 £ 1.75 0.073 £0.016 -159+1.04 ~100% 7.1
4 142.83 +3.31 0.122 £0.019 -15.62 +0.35 ~100% 7.0
90 RT 138.56 £ 2.70 0.120 £ 0.019 -14.85 £ 0.52 ~100% 72
37 144.46 + 1.40 0.038 £ 0.004 -14.34 £ 0.22 ~100% 6.9
4 141.46 £ 2.10 0.123 +0.010 -10.9+0.46 ~100% 7.0

120
RT 146.46 £ 3.19 0.121 +0.003 -114+0.21 ~100% 7.1
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37

146.63 + 2.76

0.052 £+ 0.022

-9.81 +0.390

~100%

6.9

Table 2. Physicochemical characterization of nanoemulsions loaded with curcumin prepared
using ultrasound. Values represent the mean + standard deviation (SD) of two independent

experiments
;I;ji;r;/es) ;I;i:n)ﬁperature Size (d. nm) PDI (erli})a-potential Efrf]icceiisss;ation bH
0 - 135.33+2.28 0.101 £ 0.016 -22.08+1.31 “100% 7.3
4 135.98 +2.28 0.090 + 0.016 -22.71+£2.48 “100% 7.3
15 RT 135.7+1.85 0.132 £0.039 -19.86 + 0.49 ~100% 7.4
37 13243+ 1.77 0.086 £ 0.019 -21.31+1.12 ~100% 7.2
4 136.62 + 2.80 0.101 + 0.006 -18.58 £1.95 “100% 7.2
30 RT 135.54 + 3.36 0.110 + 0.005 -19.35+1.85 “100% 7.3
37 130.4 +1.99 0.099 £ 0.023 -19.48 £ 0.54 ~100% 7.2
4 13492 +2.10 0.066 +0.010 -18.02 £1.34 ~100% 7.2
60 RT 137.66 +2.03 0.093 £0.015 -17.95+0.41 ~100% 74
37 128.78 +2.03 0.106 + 0.021 -18.71+£2.10 ~100% 7.2
4 138.27 £ 1.112 0.095 £ 0.007 -15.12 £ 0.52 ~100% 7.1
90 RT 135.92 +1.948 0.079 £ 0.011 -15.68 £ 0.39 ~100% 7.0
37 131.42 +1.025 0.078 £ 0.007 -148£0.94 ~100% 7.1
4 134,57 + 1.47 0.084 £0.016 -14.87 +£0.202 ~100% 7.0
120 RT 1340+ 1.52 0.079 £ 0.002 -14.57 £ 0.301 ~100% 6.9
37 131.02 £ 1.105 0.081 £ 0.004 -14.31+£0.432 ~100% 7.1
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The in vitro release of curcumin from NE was evaluated at 37 °C through dyalisis using
an artificial wound fluid (Figure 1). It was observed that the NE-CUR-US formulation started
the release of curcumin after 2 hours of dialysis, while the NE-CUR-HPH formulation only
started after 4 hours of dialysis. The release profile is very similar for both formulations,
however the NE-CUR-HPH revealed a higher percentage of release than the NE-CUR-US until
to approximately 96 hours. After this time point, we observed that the NE-CUR-US started to
release more curcumin and maintained this profile until the end of the experiment (240 hours),

however, there was no statistical difference in any of the analyzed points (Figure 1).

Figure 1. Release over time of curcumin from NE formulations prepared using high pressure
homogenizer (HPH) and ultrasounds (US). The values are a mean of two independent
experiments.
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The effect of empty NE (NE-US and NE-HPH) and NE loaded with curcumin (NE-
CUR-US and NE-CUR-HPH) on the viability of normal human skin fibroblasts was evaluated
by the MTS assay.

Figure 2 shows Bj5ta cell viability in the presence of different concentrations of NE.
The results showed that the formulations were safe up to a concentration of 150 pg/mL, not
inducing cytotoxicity even after 72 hours of incubation. Very similar values of cell viability
were observed for both types of NE formulations (prepared using the high-pressure
homogenizer and ultrasounds). At 48 hours, a statistical difference was observed between NE-
HPH and NE-CUR-HPH at the concentration of 300 pug/mL. In the higher concentration of NE
applied (600 pug/mL) was observed a statistical difference between NE-HPH and NE-CUR-
HPH for the 3 times of incubation tested, suggesting that the cytotoxicity at this point is related
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to curcumin. No differences were observed between the NE formulations obtained by high-
pressure homogenization and ultrasound methods.

In addition, it should be noted that there was cell proliferation in 24 and 48 hours at the
concentrations of 9.37 pug/mL, 18,75 pug/mL and 37.5 ug/mL in NE-CUR-US, and in 72 hours

at the concentrations of 18.7 ug/mL and 37.5 pg/mL in all formulations.

Figure 2. Cell viability against NE-CUR-US and NE-CUR-HPH in 24, 48 and 72 hours.
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All analyzes were performed in triplicate. Statistical analysis was performed by ANOVA. ** p < 0.005
and * p <0.05
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The gauzes cationization was conducted taking into account the zeta-potential of the
developed NE formulations, which is negative. We believed that the cationization could induce
a better adhesion of the NE formulations to the gauzes. It was tested 3 concentrations of
dimethyloctadecyl [3-(trimethoxysilyl)propyl] ammonium chloride and through the staining
with Comassie G250 brilliant blue was performed spectrophotometry analysis. No differences
were observed between the 3 tested concentrations, then the study was performed with the
lowest concentration (2.5 g/L).

For the adhesion of the NE formulations to the gauzes were tested two different methods,
by incubation in a water-bath and by foullard technique. Both methods revealed to be efficient
for the impregnation of NE loaded with curcumin in the gauzes, both cationized and non-
cationized gauze. We decided to continue the studies in both gauzes, with and without
cationization, impregnated with NE formulations by the foullard method.

In the determination of drug release profile with gauzes in artificial wound fluid it was
observed that at 24 and 72 hours there was a statistical difference between curcumin releases
from NE-CUR-US from the cationized gaze compared to the non-cationized gaze. Furthermore,
in 48 hours, the difference between the gauze NE-CUR-US cationized and the gauze NE-CUR-
HPH cationized statistics was observed. In addition, the formulations produced by ultrasound
reached 100% curcumin release in 120 hours, while the formulations prepared by high pressure
homogenizer did not obtain this result even in 144 hours, as can be seen in figure 3.

Figure 3. Release over time of curcumin from Gauzes. The values are a mean of two
independent experiments.
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Statistical analysis was performed by ANOVA. ** p <0.005

Data from the in vitro release study were fitted to three different mathematical models,

zero order, first order and Higuchi. The results obtained for the correlation coefficient indicated
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that the Higuchi kinetics was the most adequate for cationized and non-cationized Gauzes NE-
CUR-US, and that the zero-order kinetics was the most adequate for cationized and non-

cationized Gauzes NE-CUR-HPH. The release constant (K) values are expressed in table 3.

Table 3. Kinetics parameters obtained from curcumin release profiles in gauzes

Gauze NE-CUR-US  Gauze NE-CUR- Gauze NE-CUR- Gauze NE-CUR-
Non Cationized US Cationized HPH Non Cationized  HPH Cationized
Correlation coefficient (r?)
Zero-order 0.9736 0.9512 0.8666 0.9772
First-order 0.9042 0.9850 0.749 0.8946
Higuchi 0.975 0.9898 0.7466 0.931
K (144h)* 0.05 0.05 0.49 0.61

* K rate was calculated for Higuchi model for cationized and not-cationized gauzes impregnated
with NE-CUR-US and for Zero order model for cationized and not-cationized gauzes impregnated
with NE-CUR-HPH.

Finally, scanning electron microscopy was performed, which illustrated the morphology
of the NE incorporated into the gauze. The nanocarriers were well dispersed without significant

agglomeration or morphological variations (Figure 4).

Figure 4. Morphological characterization of gauzes containing nanoemunsions by scanning

electron microscopy

A = Gauze CAT with NE-CUR-HPH; B = Gauze NCAT with NE-CUR-HPH; C = Gauze CAT with NE-CUR-US; D = Gauze
NCAT with NE-CUR-US.
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4. Discussion

New alternative methods for drug delivery systems aim to improve the action of topical
drugs and allow their release in the skin layers, as with nanotechnology formulations to treat
burns (DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018). In this work, gauzes incorporated with
nanoemulsions containing curcumin were produced, which showed promise to treat burns. The
nanoemulsions prepared by ultrasound and high-pressure homogenization techniques showed
adequate physicochemical characteristics, high encapsulation efficiency, remained stable
during the period evaluated and showed safety and fibroblast cell proliferation. It is noteworthy
that the tests carried out for preparing this work show that when the nanoemulsions were
incorporated into the gauze, a satisfactory curcumin release profile was got, and this
pharmaceutical form is a suitable alternative to treat burns.

The NE-CUR, as already mentioned, were prepared using two techniques, HPH and US;
in both were found particles of satisfactory size, 144.55 nm and 135.33 nm and polydispersion
indices 0.125 and 0.101, respectively, which shows monodisperse formulations, denoting a
narrow distribution in particle size and absence of droplet coalescence (POKOVIC et al., 2021).
It was also observed that both showed stability, through the zeta potential, which reflects the
surface charge of the formulations and is associated with their stability (LIMA et al., 2021).

It is essential for the development of nanoformulations to study their stability, in order
to assess the long-term supply. The main destabilization mechanisms of nanoemulsions are
related to the contact between the particles, which can cause flocculation, coalescence and
phase separation (HELGESON, 2016; LIMA et al., 2021). The stability of formulations
containing curcumin is important, as this is the most active bioactive component of Curcuma
longa, but the least stable (SARI et al., 2015); therefore, the development of nanotechnology
formulations is essential, in order to protect the compound and increase its stability
(WAGHULE et al., 2020; LIAKOPOULOU; MOURELATOU; HATZIANTONIOU, 2021).
In this study, the stability of the nanoemulsions was observed for a period of 120 days and no
changes in particle size, polydispersion index and zeta potential were observed; there was also
no change in the pH values and encapsulation efficiency of the formulations, and there was no
phase separation when they were subjected to centrifugation.

Our results are in agreement with the literature, in which we observed nanoemulsions
containing curcumin prepared by HPH with a size of 150 nm and PDI of 0.21 (ZHENG et al.,
2015), and nanoemulsions containing curcumin prepared by ultrasound with an average
diameter of 141.6 nm and PDI 0.273 (SARI et al., 2015). Another study produced
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nanoemulsions containing curcumin by ultrasound and got 193 nm particles, with a PDI1 of 0.31
(SRIVASTAVA et al., 2018). In the present study, an encapsulation efficiency of 95% was
observed for NE-CUR-HPH and 97% for NE-CUR-US; this efficiency is reinforced that there
is no free curcumin in the formulation. This result is higher than that found in the literature,
where NE containing curcumin had encapsulation efficiency of 83% (SRIVASTAVA et al.,
2018), 90% (ZHENG et al., 2015) and 90.56% (SARI et al., 2015).

Nanoemulsions containing curcumin prepared by the ultrasound method were evaluated
for 27 days, demonstrating stability at room temperature (SARI et al., 2015); while
nanoemulsions containing curcumin prepared by HPH and stored at room temperature for 28
days had a gradual increase in particle size with storage time (KIM et al., 2016). Longer periods
were analyzed in nanoemulsions containing curcumin produced by US: a study did it for 180
days, where there was no phase separation or precipitation of the drug, being observed,
however, an increase in the average particle size and a decrease in the encapsulation efficiency
(SRIVASTAVA et al., 2018). The stability of curcumin-loaded nanoemulsions was also
analyzed for two years at room temperature, in which there was no phase separation, curcumin
concentrations did not decrease with time, nor were curcumin crystals detected, pH values
decreased in approximately one unit, the PDI values remained below 0.25, there was a change
in the mean particle size, but according to the authors the formulations remained stable in terms
of physicochemical characteristics and curcumin content (POKOVIC et al., 2021). The
constitution of the formulation interferes in stability, whether due to the composition, the
surfactant and/or co-surfactant chosen and the conditions related to the preparation
(HELGESON, 2016). The formulations developed in this study have characteristics suitable for
nanoformulations intended for the tratament of burns, in addition to being stable for a period of
120 days.

Another point that can interfere with the stability of formulations is the preparation
technique. Regarding the two techniques used in this study, the high-pressure homogenizer
works by means of a positive displacement pump, which injects the formulation under high
pressure into a homogenizing valve (LACHMAN et al.,, 2001). The high pressure
homogenization technique, as well as the ultrasound technique, has the advantage of not using
organic solvents (SOUTO and MULLER, 2006). In addition, the high pressure homogenization
method has the advantage of being easy to apply, scalable, reproducible and of high vyield,
important factors of this technique for its use in the production of nanoemulsions in industries
(SCHUBERT and ENGEL, 2004). On the other hand, the use of ultrasound for the preparation

of nanoemulsions occurs by passing the formulation through a small diameter orifice, with
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moderate pressure and oriented towards a vibrating plate, on which it is impacted. The
production of nanometric droplets occurs when the system reaches a stationary phase, goes into
cavitation and the vibration produces ultrasonic waves that exert a cutting effect; thus, particle
rupture occurs due to the physical shear force during the acoustic cavitation process
(BOLDYREV, 1995; KUMAR et al., 2017). A study by TANG et al (2013) demonstrated that
nanoemulsions produced by the ultrasound method have better physical stability and smaller
particle size than by other techniques (TANG et al., 2013). However, despite the use of
ultrasound being very efficient in reducing particle size, it has the disadvantage of being suitable
only for small batches (KENTISH et al., 2008; ASSIS et al., 2012).

In this study, the in vitro release assay was performed with the aim of evaluating the
percentage of curcumin released as a function of time and demonstrating that NE-CUR-US was
released faster than NE-CUR-HPH; however, the formulation prepared by homogenizer
showed greater release between 4 and 72 hours and, after this period, the formulations produced
by ultrasound began to release more curcumin within 240 hours. The release of compounds
depends on the composition of the nanocarrier and the active compound (MONTENEGRO et
al., 2006); thus, in nanoemulsions, the composition of the oil phase and the emulsifiers used for
its preparation influence the release of the active compound (DEMISLI et al., 2020).

A study by SRIVASTAVA and collaborators (2018) confirmed high curcumin release
from nanoemulsions, with more than 80% at acidic pH and 71% at alkaline pH, in addition, it
was observed that curcumin release was greater in the period of 12 to 24 hours, followed by a
gradual release up to 72 hours. In another study with nanoemulsions, 8% curcumin was released
in 28 hours (DEMISLI et al., 2020). The apparent discrepancy between such results
demonstrates that the composition of the formulations results in the final characteristics of the
preparation, influencing the active release (MONTENEGRO et al., 2006).

To assess the cytotoxicity of nanoemulsions, experiments were carried out with human
skin fibroblast strains (BJ5ta). The formulations were safe up to a concentration of 150 ug/mL,
not inducing cytotoxicity even after 72 hours of incubation, and the values of cell viability were
similar for both formulations. The more difference observed was between NE-HPH and NE-
CUR-HPH in 600 pg/mL in all times, suggesting that cytotoxicity in this concentration is
related to curcumin. Due to the variety of cell lines and composition of nanocarriers,
cytotoxicity results found in the literature may vary (KRAUSZ et al., 2015); anyway, the results
of the present study are within those found in other researches. A study by Krausz et al. (2015)
tested nanocapsules containing curcumin in a murine keratinocyte strain (PAM212) up to a

concentration of 5,000 pg/mL of curcumin, maintaining 81.7% of cell viability. However,
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nanoparticles containing curcumin were shown to be safe within 24 hours of exposure against
the human keratinocyte lineage (HaCat) only at the concentration of 2.5 pg/mL, a value much
lower than that found in the present study (NAIR et al., 2019).

Another study with chitosan nanoparticles containing curcumin tested the toxicity of
these formulations on human fibroblasts, in different strains (HDFa), and demonstrated cell
viability above 80% after 24 hours even at concentrations of 1,000 ug/ml, demonstrating low
cytotoxicity (BASIT et al., 2020). On the other hand, curcumin-containing nanoparticles
evaluated against the fibroblast cell line (HSF) observed that cell viability was not affected by
incubation with such formulations in 24 hours at concentrations of up to 90 ug/ml, however, in
72 hours, concentrations above 60 pg/mL were cytotoxic (ZATORSKA-PLACHTA et al.
2021), values similar to those found in the present study.

Furthermore, it is noteworthy that there was cell proliferation in 24 and 48 hours at the
concentrations of 9.37 ug/mL, 18.75 pg/mL and 37.5 pg/mL in NE-CUR-US, and in 72 hours
at the concentrations of 18.7 pg/mL and 37.5 pg/mL in all formulations. The ability of curcumin
to act on cell migration and proliferation has already been observed in other studies related to
the activity of this compound in wound healing (SEYHAN, 2020; LIAKOPOULOU;
MOURELATOU; HATZIANTONIOU, 2021). As the final stage of the proliferative phase in
wound healing involves migration, proliferation and differentiation of epithelial cells, it is
important that the dressing developed for the treatment of burns has this fibroblast proliferation
activity (SEYHAN, 2020). In addition, a study carried out with curcumin in the treatment of
burns showed that, in addition to increasing cell proliferation, this compound was able to assist
in the formation of vascularized granulation tissue in the wound bed, which is important for
wound closure, contributing for the cure (SEYHAN, 2020).

After the studies related to nanoemulsions, the incorporation of these in gauze was
carried out using the methods of incubation in bain-marie and Foullard. As both methods
demonstrated efficacy in the impregnation with nanoemulsions containing curcumin, the
Foullard method was chosen to carry out the study of curcumin release from the gauzes. Before
receiving the impregnation, some gauzes were cationized, in order to compare the results with
those that did not receive the procedure.

The in vitro release assay was performed to better understand the release behavior of
nanoemulsions impregnated in gauzes, in terms of curcumin release. With the data obtained,
the release profiles were traced, and the mathematical model that best explains the release was
evaluated, considering the zero-order, first-order and Higuchi models. Comparing

nanoemulsions containing curcumin prepared by US and HPH, both added to cationized gauzes,
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it that in 24 hours, NE-CUR-US-CAT had released around 40% while NE-CUR-HPH-CAT
around 20%, a difference that remained high at other times, where the nanoemulsion prepared
by ultrasound releases more curcumin when compared to that prepared by a homogenizer. This
pattern is maintained in non-cationized gauzes, where it is observed that nanoemulsions
prepared by US also outperform the release of curcumin when compared to nanoemulsions
prepared by HPH. A study with nanoemulsions prepared by ultrasound observed that curcumin
also remains on the particle surface, demonstrating the faster release of the compound
(SRIVASTAVA et al., 2018). Thus, it is suggested that the release of curcumin from NE-CUR-
US in this work may be associated with a permanence of curcumin also on the nanoemulsion
surface, justifying this release behavior.

When comparing the formulation prepared by US in gauzes with and without
cationization, it is observed that the cationization provides a greater amount of curcumin
released in the first 24 hours, remaining high up to 72 hours; however, both equal 100%
curcumin release in 120 hours. In this sense, it is believed that the cationized gauze can offer a
higher release speed, while the non-cationized gauze demonstrates a constant curcumin release.

Regarding the release kinetics, nanoemulsions prepared by ultrasound and impregnated
in gauzes with and without cationization presented behavior based on the Higuchi model, and
nanoemulsions prepared by high pressure homogenizer impregnated in gauzes with and without
cationization presented a release profile of zero-order. In this sense, both models indicate some
release control, demonstrating the influence of the system on curcumin release. The
formulations prepared by HPH and impregnated in gauze are in accordance with the zero-order
model, as they presented longer and more constant release, while the formulations prepared by
US and impregnated in gauze are in accordance with the Higuchi model, when the diffusion-
related release control, generating a controlled release influenced by the system, but not
necessarily in a constant way (GOUDA; BAISHYA; QING, 2017; MENDES, 2019).

Studies carried out with the impregnation of active compounds in gauze bring efficacy
results that demonstrate that this type of dressing can be applied to burnt areas of skin, with
good results related to the healing time and number of dressing changes and the prevention of
infections (WASIAK et al., 2013; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013; PALADINI et al.,
2016; STANIZZI et al., 2017; SILVA et al., 2019; SINGH and BHATNAGAR, 2020). In
addition, better acceptability was reported by patients who used active soaked gauze for the
treatment of second-degree burns of thermal origin (MARTINI, 2011).

Silva et al. (2019) believe that the use of gauze as devices that can carry an asset is a

treatment should be considered, since the properties and effectiveness of the compounds added



120

by the researchers to the gauze were preserved at room temperature. Study by Paladini et al.
(2016) chose cotton gauze as a textile substrate, as they are used as traditional dressings in the
treatment of wounds and burns, and impregnate them with a silver solution, in order to provide
absorption of the exudate, due to the presence of cotton, and prevent infections, by the presence
of silver. The researchers verified by scanning electron microscopy a good distribution of silver
particles in the cotton fibers and obtained results of decreased bacterial proliferation. Due to the
antimicrobial property and demonstrated biocompatibility, the authors suggest that textile
materials can be a promising alternative to conventional dressings (PALADINI et al., 2016).

The incorporation of active principles in gauze can also improve drug delivery for a
longer time at the site of action, as observed in a study that developed gauze functionalized with
cyclodextrins, containing benzalkonium chloride and evaluated that in medium with ions, as in
regions of skin wounds, there is a quick release of the active followed by a sustained release.
In addition, this study demonstrated that the antiseptic loaded gauze was able to inhibit the
formation of Staphylococcus aureus biofilms when applied in early stages of biofilm formation
and reduced the number of bacterial cells in preformed biofilms in a chronic wound model,
suggesting that this can be an efficient treatment for preventing infections and treating wounds
(GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013).

Given the above, the development of medicated gauzes arouses great interest in the
scientific community (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013), which is a promising treatment
for burns. Therefore, the present work presents, as a possible alternative, the impregnation of
gauze with nanoemulsion containing curcumin; little better results were obtained with the
formulation prepared using the ultrasound technique, in relation to the preparation with a high-
pressure homogenizer; however, the advantages and disadvantages of each technique must be
considered, especially when used on a large scale. The cationization process of these gauzes,
before impregnation, opens up two horizons for therapeutic use: cationized gauzes allow a faster
release of the active principle into the environment, while non-cationized provide a more
constant release.

Thus, by adding a dressing already established in the treatment of burns, such as gauze,
to new pharmaceutical possibilities, such as the impregnation of these same gauzes with
nanoencapsulated active principles, a promising treatment for this public health problem can be
obtained, providing more quality of convalescent life and better therapeutic results.

5. Conclusion
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The impregnation of gauzes with nanoemulsions containing curcumin was successful.
The nanoemulsions were produced by US and HPH with adequate sizes, polydispersion index
and zeta potential, with high encapsulation efficiency and stability for 120 days at different
temperatures; they also obtained a good release profile and were considered safe by the
cytotoxicity test for concentrations below 150 pg/mL of curcumin, even demonstrating
fibroblast proliferation in some situations. In the test of curcumin release from gauzes, it was
observed that NE-US outperformed curcumin release when compared to NE-HPH, and when
comparing NE-US-CAT and NE-US-NCAT, it was shown that cationization can interfere with
the drug release profile, as cationized gauze appears to offer a higher initial release rate, whereas
non-cationized gauze appears to demonstrate a steady release of curcumin. The impregnation
of nanoemulsions containing curcumin in gauze, therefore, holds promise for treating burns;
however, it emphasizes the need for further studies, as well as in vivo studies to assess the

regeneration process in burns.
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8 DISCUSSAO GERAL

As gueimaduras resultam da exposicdo da pele e seus anexos a um agente quimico ou
fisico condutor de calor. Estas lesdes geram dor por abrangerem componentes nociceptivos,
inflamatorios e neuropéticos, e seu impacto pode causar problemas psicoldgicos e perdas fisicas
e materiais (KECK et al., 2009; MORGAN et al., 2018). Devido a destruicdo causada, as
complicacdes envolvidas nas queimaduras estdo relacionadas a perda da funcéo de protecdo da
pele, e dependendo do grau, tornam-se um problema de salde, visto que a ruptura na barreira
cuténea pode levar a perda de fluidos, alteracdo na temperatura corporal e infec¢des (CHURCH
et al., 2006; KECK et al., 2009; WHO, 2018).

Na presente tese, primeiramente foi realizada uma revisdo da literatura para explorar o
tema, bem como avaliar o panorama geral acerca das queimaduras, em relacdo a epidemiologia
e aos tratamentos existentes. Além disso, durante a escrita da revisdo foi possivel pensar em
como o uso da curcumina e da nanotecnologia poderiam auxiliar no tratamento de tais lesdes.

Dessa forma, o objetivo geral desta tese foi desenvolver novas formulagdes com base
nanotecnoldgica contendo curcumina para o tratamento de queimaduras.

Primeiramente foi realizado um estdgio no Centro de Referéncia em Assisténcia a
Queimados da cidade de Rio Grande, com o intuito de avaliar as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dos pacientes atendidos e, além disso, estudar mais a fundo em relagdo aos
tratamentos utilizados neste tipo de atendimento, bem como avaliar os patdgenos mais
frequentes em lesbes de queimaduras infectadas. Durante esse periodo verificamos que seria
possivel fazer um levantamento avaliando a caracterizagdo clinica e epidemioldgica dos
pacientes internados o que gerou o primeiro artigo desta tese, intitulado “Caracterizagao clinica
e epidemioldgica de pacientes internados em um Centro de Referéncia em Assisténcia a
Queimados no sul do Brasil”, aceito para publicagdo na revista Vittalle.

Neste artigo foi demonstrado que a maioria dos pacientes queimados sdo adultos do sexo
masculino, que sofreram estes acidentes em domicilios por agente causal térmico (TEODORO
e PAIVA, 2013; NASCIMENTO et al., 2015; TAKINO et al., 2016; COMINI et al., 2017
DUTRA etal., 2017; LIMA et al., 2017; PRAKOSO e KURNIASIH, 2018; SILVA e SOUZA,
2017; SWANN et al., 2019). Também evidenciou-se o predominio de queimaduras de segundo
grau, com SCQ na faixa de 1 a 20%, observando-se ainda que os pacientes da amostra com
maior SCQ foram também aqueles que exibiram, proporcionalmente, maiores indices de
complicacdes decorrentes das queimaduras e maior tempo de hospitalizagdo. Por isso, torna-se

importante o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de tais lesbes que



129

considerem a profundidade da queimadura e a superficie corporal queimada para que possam
ser efetivos (DIAS et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; YAACOBI et al., 2020).

Foi encontrado um alto uso de sulfadiazina de prata, utilizada em 92,8% dos casos,
sendo na maioria associado a outras substancias. Apesar de usada comumente, a sulfadiazina
de prata € um medicamento que pode alterar a superficie da queimadura, dificultando a
avaliacdo da superficie. Além disso, pode apresentar resultados insatisfatorios no tratamento de
queimaduras, especialmente por estar associada reducéo reversivel do granulécito, retardando
a cura de feridas e dificultando a reepitelizacdo quando por uso prolongado, causando um efeito
exatamente ao contrario do que se propbe (AZIZ;, ABU; CHONG, 2012; MILNER e
FELDMAN, 2012; BARAJAS-NAVA et al., 2013). J& a colagenase foi utilizada em 78,2%
pacientes, este € um produto utilizado em hospitais como agente desbridante enzimatico em
feridas e queimaduras, entretanto, torna-se necessario o uso de medicamentos complementares
para a regeneracdo tecidual em casos de queimaduras (KOLLAGENASE, 2018).

Novos tratamentos tém sido desenvolvidos para queimaduras, como 0s curativos
Curatec Hidrogel com Alginato®, Curatec Espuma de Poliuretano®, as espumas de poliuretano
ou hidrofibras como Tielle®, Biatain® e Comfeel®, as coberturas avangadas como UrgoTul®
e UrgoClean® ou as terapias com cobertura e malha ndo aderente como Adaptic® e Acticoat®
(prata nanocristalina), Aquacel®Ag (hidrofibra com 1,2% de prata) e BetainAg (lbuprofeno e
prata) (DOHERTY et al., 2002; MOSER; PEREIRA; PEREIRA, 2013). Tais tratamentos
possuem as caracteristicas de apresentarem um maior controle do exsudato de feridas de
gueimadura e serem adaptaveis ao leito da lesdo, além de permitirem acdo do principio ativo
por um tempo prolongado, otimizando o processo de cicatriza¢do, entratanto, estes produtos
possuem a desvantagem do valor, que é muito elevado, especialmente para o tratamento de
gueimaduras extensas, inviabilizando sua utilizacdo. Por exemplo, uma malha de Adaptic®
com tamanho 7,6x20,3 cm (OXYSKIN, 2018) tem um custo de R$29,00, um curativo de
poliéster como UrgoTul® custa R$ 96,00 e os curativos Acticoat® podem chegar até
R$1.450,00 (VITA E SAUDE, 2018), sendo que para um tratamento completo seriam
necessarios diversos curativos.

Por isso, a comunidade cientifica permanece ativa no desenvolvimento de tratamentos
topicos mais eficientes para queimaduras, especialmente daqueles que aliem atividade
antimicrobiana e anti-inflamatoria, facil aplicacdo, controle de dor e baixo custo. Somadas as
diversas opg¢des existentes, ja popularmente adotadas nos servicos hospitalares, estas podem

ampliar o arsenal terapéutico disponivel, para que, a partir do quadro apresentado — superficie
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queimada, local atingido e profundidade de leséo - seja escolhido aquele que mais se adeque ao
processo de recuperacdo (SHECKTER et al., 2020).

A partir dos dados analisados durante o estagio no Centro de Queimados e na revisao
da literatura, pensamos em como poderia ser a producdo dos nanocarreadores, incluindo analise
de substancias possiveis, matérias-primas de baixo custo, técnicas de preparagdo, entre outras
caracteristicas. Além disso, pensamos também quais seriam os possiveis produtos que poderiam
ser feitos para aplicacdo em queimaduras.

Com base nesses dados, verificamos que a curcumina tém sido o foco de pesquisas em
busca de novos tratamentos para feridas de pele e queimaduras, pois inimeros artigos registram
sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e ativa em doengas de pele (LI et
al., 2008; AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009; AGGARWAL e SUNG, 2009; KRAUSZ et
al., 2015; TYAGI et al., 2015; GUO et al., 2017; KIANVASH et al., 2017; SHARIATI et al.,
2019; KARTHIKEY; SENTHIL; MIN, 2020; PATEL et al., 2020), sendo este um ativo com
acdo farmacoldgica promissora para feridas e queimaduras.

Entretanto, apesar dos beneficios e atividades da curcumina, este composto, um
polifendlico ativo lipossoluvel, apresenta baixa solubilidade aquosa e é fotossensivel, o que
pode dificultar seu uso em formulacgdes farmacéuticas (BHAT et al., 2019; SHARIATI et al.,
2019; WAGHULE et al., 2020). De acordo com o referencial teérico descrito, héa estudos que
envolvem o uso da curcumina aliado a nanotecnologia, demonstrando melhor efeito terapéutico
deste composto (KARTHIKEY; SENTHIL; MIN, 2020; YANG et al., 2020), uma vez que 0s
nanocarreadores sdo capazes de aumentar a solubilidade de compostos e melhorar a estabilidade
de principios ativos quando comparados a sua forma livre, sendo também esta uma alternativa
para compostos instaveis frente a luz. Além disso possibilitam uma melhor penetracéo na pele
intacta ou lesada, devido a tamanho, forma e caracteristicas fisico-quimicas (MIHRANYAN;
FERRAZ; STROMME, 2012; DAUDT et al, 2013; PALMER e DELOUISE, 2016;
DRAGICEVIC e MAIBACH, 2018).

Diante disto, no capitulo 2, foram preparadas duas formulacdes diferentes:
nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados, ambos contendo curcumina. Neste
estudo foi possivel desenvolver e caracterizar nanocarreadores que apresentaram tamanho,
indice de polidispersao e potencial zeta adequados, estando de acordo com o esperado para o
tratamento de queimaduras e em consonancia com outros estudos realizados (GUERRERO et
al., 2018; BACK et al., 2020). Dentre os resultados encontrados, ressalta-se a estabilidade dos

nanocarreadores, visto que foram expostos a trés temperaturas - 4 °C, 25 °C e 37 °C - durante
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120 dias e mantiveram-se estaveis, sem alteracbes no tamanho, PDI, potencial zeta, pH,
eficiéncia de encapsulacgdo e tampouco sem separacdo de fases frente a centrifugacéo.

Uma vez que a curcumina precisa ser liberada das formulacGes para exercer sua
atividade, a fim de entendermos o perfil de liberacdo dos nanocarreadores, foi realizado estudo
que demonstrou que as nanoemulsdes liberaram mais curcumina do que os carreadores lipidicos
nanoestruturados, o que pode ser justificado pela presenca de lipidios sélidos nestes. Este
resultado também esta de acordo com a literatura (LIAKOPOULOU; MOURELATOU;
HATZIANTONIOU, 2021). Outro fato que pode ser atribuido a presenca de lipidios solidos
em CLN-CUR é em relacdo a retencdo cutdnea, uma vez que CLN-CUR permaneceu mais na
epiderme e NE-CUR foi mais retida na derme, o que demonstrou que a composicdo das
formulages interfere na retencdo cutanea.

Além da eficicia de uma formulacdo, espera-se que esta seja segura. Visando avaliar
essa caracteristica dos nanocarreadores quando em contato com fibroblastos, que sdo as
principais células envolvidas na cicatrizacdo, estudos de viabilidade celular em fibroblastos
HFF-1 foram conduzidos in vitro. Foi realizado teste de citotoxicidade, demonstrando as NE-
CUR serem seguras a partir de 125 pg/mL e CLN-CUR, a partir de 62,5 pg/mL. Ainda foi
evidenciado que nanoemulsdes contendo curcumina estdo associadas a proliferacdo de
fibroblastos, o que j& havia sido demonstrado em outros estudos com curcumina
(MEHRABANI et al., 2015; SEYHAN, 2020).

Uma vez que 22% dos pacientes atendidos no Centro de Referéncia em Assisténcia a
Queimados apresentaram complicacdes secundarias e que 0s principais patdgenos responsaveis
por infecgdes em queimaduras encontrados no primeiro artigo foram Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, optou-se por realizar, no segundo artigo, um
experimento que avaliasse a atividade antimicrobiana da curcumina. Na literatura encontra-se
que as infeccBes bacterianas sdo comuns em queimaduras, podendo levar até a risco de morte
dos pacientes, sendo este um desafio fundamental no tratamento de tais lesdes
(DERAKHSHANDEH et al., 2018). Dessa forma, foi realizado um estudo para avaliar a
atividade antimicrobiana da curcumina livre e nanoencapsulada frente a P. aeruginosa e
Staphylococcus aureus (resultados em Anexo 2).

Apesar de NE-CUR e CLN-CUR ndo apresentarem concentracdo minima inibitoria
frente a esta bactéria, em estudo de cinética de crescimento bacteriano, os nanocarreadores
contendo curcumina foram capazes de inibir o crescimento bacteriano nos tempos avaliados.
Isso pode ser justificado devido ao proprio decorrer de tais testes, corroborado pelo estudo de

liberacdo, que demonstrou que a curcumina pode levar mais tempo para ser liberada dos
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nanocarreadores; dessa forma, o ensaio de crescimento permitiu uma melhor visualizagcdo do
efeito antimicrobiano das formulagbes frente a um processo infeccioso. Além disso, a
associacdo de NE-CUR com gentamicina foi capaz de diminuir a CMI do antibidtico,
corroborando com a literatura (BAHARI et al., 2017).

Com base nos resultados promissores da atividade da curcumina aliada a
nanotecnologia, no capitulo 3 da presente tese foi realizado o desenvolvimento de um curativo,
na forma de gaze para tratamento de queimaduras. Para isso, optou-se por produzir as
nanoemulsdes por dois métodos, a fim de compara-las.

As nanoemulsdes foram produzidas por homogeneizagéo a alta presséo e por ultrassom
e tiveram tamanhos de 144,5 nm e 135,3 nm e PDI de 0,125 e 0,101 respectivamente. Estas
foram menores do que as produzidas por homogeneizador a alta pressdo no artigo 2; entretanto,
ressalta-se que elas foram preparadas em diferentes laboratorios, o que pode acarretar nestas
pequenas diferencas de tamanho e PDI. Mesmo assim, todos os nanocarreadores produzidos
nessa tese possuem caracteristicas adequadas para formulacdes nanotecnoldgicas para uso em
tratamento de queimaduras.

Em relacdo a eficiéncia de encapsulacdo, observou-se que todas as formulacgdes tanto
no artigo 3, quanto no artigo 2 apresentaram valores acima de 95%, sendo este um dado
importante quanto a capacidade de encapsulacdo de curcumina nas nanoemulsdes. Este valor
esta acima dos encontrados em diversas literaturas, que variam de 83% a 90% de curcumina
(SARI et al., 2015; ZHENG et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2018).

Destaca-se, mais uma vez, a estabilidade de todos 0s nanocarreadores produzidos neste
trabalho, em seus diversos métodos, que foram expostos a trés temperaturas, 4 °C, 25 °C e 37
°C, durante o periodo de 120 dias, e mantiveram-se estaveis, sem altera¢cdes no tamanho, PDI,
potencial zeta, pH, eficiéncia de encapsulacdo e sem separacdo de fases frente a centrifugacao.

Estudos vém demonstrando a importancia de experimentos relacionados a liberacédo de
compostos dos nanocarreadores (SRIVASTAVA et al.,, 2018; DEMISLI et al., 2020;
LIAKOPOULOU; MOURELATOU; HATZIANTONIOU, 2021), entretanto deve-se
considerar as diferentes metodologias empregadas. No artigo 3 desta tese, foi utilizado um
fluido artificial de feridas, demonstrando uma liberagcdo de curcumina de 85% a partir de NE-
HPH e de 99% a partir de NE-US, em 10 dias. Comparando-se com os resultados obtidos no
artigo 2, em relacdo a nanoemulséo, que utilizou um meio de liberagcdo composto por agua
acida: PEG 400, observa-se que esta em 72 horas havia liberado 57% de curcumina, enquanto
que, no artigo 3, em 72 horas, NE-HPH havia liberado 41,7% e NE-US 35,3% de curcumina.

Estes resultados estdo de acordo com os apresentados na literatura, mas ressalta-se a
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necessidade de avaliar as condi¢Ges em que o experimento foi realizado (SRIVASTAVA et al.,
2018; DEMISLI et al., 2020).

Com o intuito de avaliar a citotoxicidade das nanoemulsdes, de forma a determinar a
seguranca das formulagdes, foram utilizados fibroblastos de pele humana (BJ5ta), onde
observou-se diminuicdo na viabilidade celular a partir da concentragdo de 150 pg/mL, enquanto
que no artigo 2, utilizando fibroblastos (HFF-1), a viabilidade celular frente a nanoemuldes foi
observada até 125 pg/mL, valores proximos apesar de aplicados em diferentes linhagens
celulares, o que pode acarretar em diferentes resultados de citotoxicidade na literatura
(KRAUSZ et al., 2015). Fato importante foi que em todas as nanoemulsdes houve proliferacéo
celular, indicando que podem ser eficazes no tratamento de queimaduras e feridas de pele.
Apesar das ligeiras diferencas encontradas entre os artigos, ambos encontram-se dentro do
dados encontrados pela literatura em relacdo a citotoxicidade de nanoemulsbes contendo
curcumina (NAIR et al., 2019; BASIT et al., 2020; ZATORSKA-PLACHTA et al. 2021).

Diante dos resultados promissores encontrados em nanoemulsdes contendo curcumina,
deu-se seguimento a impregnacdo destas em gazes, com o intuito de produzir um curativo
efetivo para o tratamento de queimaduras. Para tanto, as gazes foram separadas em dois grupos,
com e sem cationizacdo, para avaliar se esta etapa prévia iria alterar na incorporacdo das
nanoemulsdes nas gazes, e na liberacdo de curcumina da gaze, uma vez que as nanoemulsoes
sdo anionicas, e dessa forma, a cationizacéo das gazes poderia influenciar na interacdo da carga
da fibra com a formulacdo.

Apds a impregnacdo das nanoemulsdes nas gazes, estas foram submetidas a um
experimento de liberacdo, para avaliar a quantidade de curcumina que seria liberada em funcéo
do tempo. Comparando-se os métodos, observou-se que as nanoemulsfes produzidas por
homogeneizacdo a alta pressdo comecaram a liberar curcumina mais rapidamente, entretanto,
as nanoemulsdes preparadas por ultrassom obtiveram liberacdo superior em todos os tempos a
partir de 4 horas, atingindo 100% de liberacdo de curcumina em 120 horas, enquanto que a
produzida por homogeneizador ndo alcangou 0s 100% nem em 144 horas, quando foi finalizado
0 experimento. Srivastava e colaboradores (2018) produziram nanoemulsdes contendo
curcumina pela técnica de ultrassom e observaram uma liberagdo mais rapida em 12-24 horas,
podendo estar associada a presenca de curcumina na superficie.

Comparando a cationizagdo das gazes, observou-se que nanoemulsdes produzidas por
ultrassom e impregnadas em gazes cationizadas apresentaram uma maior liberagédo de
curcumina ja nas primeiras 24 horas, mantendo-se elevadas até 72 horas; no entanto, as

nanoemulsdes preparadas por ultrassom e impregnadas em gazes nao cationizadas
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demonstraram um inicio mais lento, mas uma consténcia de liberacdo de curcumina. Ambas
atingiram 100% de curcumina em 120 horas. Uma vez que o tratamento de queimaduras requer
uma liberacdo do farmaco ja no inicio do tratamento, sugere-se que as gazes cationizadas seriam
mais interessantes para esta finalidade.

Confirmando a tendéncia das pesquisas que indicam a curcumina como fonte para novos
farmacos, e através dos resultados promissores encontrados acerca deste composto nos artigos
2 e 3, propde-se a continuidade do estudo em modelos de queimaduras in vivo, para melhor
elucidar os efeitos cicatrizantes deste composto nanoencapsulado e também das nanoemulsdes
impregnadas em gazes. A presente tese, inicialmente, continha experimentos in vitro incluindo
teste de migracdo de fibroblastos, testes ex vivo avaliando a permeacédo de curcumina advinda
das gazes, e experimento in vivo em modelo animal, entretanto, devido a pandemia causada

pelo novo coronavirus desde margo de 2020, ndo foi possivel a realizacdo destes experimentos.

9 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, estamos diante de novas formulac6es
com base nanotecnologica com potencial para o tratamento de queimaduras, que representam
uma possibilidade de utilizagdo da curcumina para esta finalidade. Os nanocarreadores lipidicos
contendo curcumina foram produzidos com sucesso pelas metodologias propostas neste

trabalho, bem como as nanoemulsdes foram satisfatoriamente incorporadas em gazes.
10 PERSPECTIVAS FUTURAS
Maiores estudos em relacdo a atividade farmacoldgica das formulacGes contendo

curcumina, bem como modelos de cicatricdo de queimaduras in vivo em ratos Wistar, devem

ser conduzidos a fim de melhor elucidar os efeitos cicatrizantes das formulagdes desenvolvidas.
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Esperados: O estudo além de demonstrar as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes
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ANEXO 2. Atividade antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus aureus

Para os ensaios in vitro de avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados 0s
excipientes, a curcumina livre, e os nanocarreadores NE e CLN com e sem curcumina em
Staphylococcus aureus (ATCC 12598), bem como controles de esterilidade do meio de cultivo
(Caldo Muller Hinton — Himedia®), de sensibilidade da cepa ATCC (utilizando antibi6tico
Gentamicina — Sigma®), esterilidade dos compostos e controle positivo de viabilidade do
microrganismo teste. A metodologia realizada foi a mesma descrita no artigo 2 da presente tese.

Em relacdo aos resultados encontrados na determinagdo da concentragdo minima
inibitéria (CMI), os lipideos liquidos e s6lido, TCM e MEG, bem como os surfactantes de fase
aquosa e de fase oleosa, Tween 80 e Span 80 ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

A curcumina livre apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de S. aureus com
uma concentracdo minima inibitdria de 57,7 pg/mL, enquanto que a NE-CUR e CLN-CUR
contendo 460 pg/mL de curcumina, ndo apresentaram atividade. J& a gentamicina apresentou
concentracdo minima inibitoria de 62 pg/mL.

Quando realizado o teste de avaliacdo da associacao, in vitro, da curcumina, NE-
CUR, CLN-CUR e gentamicina frente a cepa bacteriana, observou-se que a CMI da
gentamicina foi de 62,5 pg/mL, entretanto, quando associado a NE-CUR foi de 31,25 pg/mL,
demonstrando que a nanoemulsdo contendo curcumina pode melhorar a atividade

antimicrobiana da gentamicina.
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