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RESUMO

A curcumina (CUR) ¢ um polifenol com propriedades anti-inflamatdrias antioxidantes e
antimicrobianas, porém sua aplicacdo ¢ limitada devido a baixa solubilidade e estabilidade em
meio fisioloégico. Para superar essas restrigdes, a CUR foi inicialmente encapsulada em 2-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD), formando complexos de inclusdo 1:1 com constante
de complexagdo elevada (4,65x10% a 25 °C). O uso de ultrassom por 10 min (HP-CD/Curio)
aumentou a solubilidade (0,42 para 156 ug mL ™) e a estabilidade (meia-vida de 281 para 2139
min), além de conferir atividade antibacteriana contra S. aureus MRS A, maior bioacessibilidade
e biocompatibilidade. Na segunda etapa, o HP-CD/Curio foi incorporado a um hidrogel de
quitosana succinilada e goma do cajueiro oxidada (GEL-50B), obtendo-se a formulagdo GEL-
Curs, com alto teor de curcumina (440 pug mL™"), estabilidade mecénica e térmica, além de
injetabilidade, autocura e adesividade. A liberagdo da CUR mostrou responsividade ao pH,
elevando a bioacessibilidade intestinal de 0,20 para 13,5% e ampliando a atividade
antibacteriana contra K. pneumoniae (85% vs. 59% no controle). Em modelo in vivo de feridas,
0 GEL-Cury4 acelerou a cicatrizacdo (71% vs. 41% no controle) e modulou positivamente
marcadores de inflamacao e estresse oxidativo. Assim, o sistema inédito desenvolvido constitui
uma matriz multifuncional promissora para cicatrizagdo de feridas e liberacdo oral de

curcumina.

Palavras-chave: curcumina; complexos de inclusdo; hidrogéis ativos; bioacessibilidade e

cicatrizagdo de feridas.



ABSTRACT

Curcumin (CUR) is a polyphenol with anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial
properties; however, its application is limited due to its low solubility and stability under
physiological conditions. To overcome these limitations, CUR was initially encapsulated in 2-
hydroxypropyl-pB-cyclodextrin (HP-B-CD), forming 1:1 inclusion complexes with a high
complexation constant (4.65 x 10* at 25 °C). The use of ultrasound for 10 min (HP-CD/Curio)
increased solubility (from 0.42 to 156 ug mL ™) and stability (half-life from 281 to 2139 min),
while also providing antibacterial activity against S. aureus MRS A, greater bioaccessibility, and
biocompatibility. In the second stage, HP-CD/Curio was incorporated into a hydrogel composed
of succinylated chitosan and oxidized cashew gum (GEL-50B), resulting in the GEL-Cury
formulation, which showed a high curcumin content (440 pg mL—1), mechanical and thermal
stability, as well as injectability, self-healing, and adhesiveness. CUR release demonstrated pH
responsiveness, increasing intestinal bioaccessibility from 0.20 to 13.5% and enhancing
antibacterial activity against K. pneumoniae (85% vs. 59% in the control). In an in vivo wound
model, GEL-Cury accelerated healing (71% vs. 41% in the control) and positively modulated
markers of inflammation and oxidative stress. Therefore, the novel system developed represents

a promising multifunctional matrix for wound healing and oral curcumin delivery.

Keywords: curcumin; inclusion complexes; active hydrogels; bioaccessibility and wound

healing.
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1 INTRODUCAO
1.1 Curcuma longa (C. longa)

Ao redor do mundo as plantas medicinais sdo utilizadas em humanos e animais
como uma alternativa aos tratamentos ortodoxos. A preferéncia pelos fitoterapicos ocorre
devido a eficacia dos agentes bioativos, acessibilidade, disponibilidade e menor ocorréncia de
efeitos adversos (IWEALA et al., 2023).

Muitas nagdes subdesenvolvidas depositam bastante confianca em remédios
naturais, por ser economicamente mais viaveis. Segundo a organizagdo mundial da satde
(OMS), 80% da populagdo mundial depende da medicina fitoterdpica para atender seus
cuidados de saude primarios. A previsao ¢ que até 2050 este mercado movimente 7 bilhdes de
dolares (BORDOLOI et al., 2023).

Além disso, as plantas medicinais também sao exploradas no tratamento de doencas
cronicas e potencialmente fatais, como a Curcuma longa. A circuma ¢ uma planta herbacea
rizomatosa pertencente a familia Zingiberaceae — de origem indiana, mas, amplamente
cultivada na China, Sri Lanka e Africa (ocidental e oriental). Na medicina chinesa é empregada
na prevencao e no tratamento de algumas enfermidades — como cancer, diabetes, inflamagdes,
psoriase, Ulceras, doengas hepatobiliares e de pele. Sua acdo farmacologica, provém das
moléculas bioativas isoladas (cerca de 300), tais como: sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenoides, esterdis, alcaloides e polifendis (IWEALA et al., 2023). Os curcumindides sao
polifendis responsaveis pela tipica coloracdo amarela dos rizomas da C. longa (Figura 1),
distribuidos em bisdesmetoxicurcumina (6%), desmetoxicurcumina (17%) e curcumina (77%)

(VERMA ef al., 2025).

1.2 Curcumina

A (1E,6F)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona (curcumina)
foi isolada do rizoma da C. longa em 1870, e sua estrutura elucidada em 1910. No continente
asiatico ¢ utilizada como aditivo alimentar ou corante natural. A curcumina possui uma série de
beneficios farmacoldgicos, incluindo a¢do antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral,
antioxidante e antibacteriana, dentre outros (FU et al., 2021). E estudada in vitro ¢ in vivo como
agente protetor contra doengas neurodegenerativas (KHOSRAV et al., 2023); contra o cancer
de pulmao, cerebral, prostata, pancreatico e gastrico (HANI et al., 2023) e na cicatrizagdo de

ferimentos (SOOD et al., 2023).
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Figura 1 — Curcuma longa, rizoma e curcumindides majoritarios.
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Fonte: Adaptado de Sardou et al. (2023).

Na cicatrizacdo de ferimentos, a curcumina inibe a atividade de citocinas pro-
inflamatoérias, encurtando a fase inflamatoria. Ativa fatores de crescimento especificos que
iniciam a granulagdo e diferenciacdo de fibroblastos, responsaveis por induzir a reposicao de
colageno e reconstrucao da ferida (SOOD et al., 2023). Sua atividade antibacteriana coibe a
colonizagdo por bactérias gram-positivas e gram-negativas presentes no processo infeccioso
(KUMARI e NANDA, 2023).

A administragdo oral pode promover cardioprote¢ao, diminuindo a pressao arterial
e melhorando a remodelacdo cardiovascular (BAI et al., 2025); reduz a hepatotoxicidade por
meio da acdo antioxidante, anti-inflamatoria e antifibrotica (FAHMY et al., 2025). Além disso,
mecanismos semelhantes podem conferir nefroprote¢do (ZOU et al. 2025a) e protecao
pulmonar (LIU et al., 2025a).

Sua agdo terapéutica ¢ estendida ao tratamento de desordens neuroldgicas, a
exemplo de enxaquecas (KETATA e ELLOUZ, 2025), esclerose lateral amiotrofica, esclerose
multipla, Alzheimer, doeng¢as de Huntington e Parkinson. Essas desordens ocorrem
principalmente devido a inflamacao e o estresse oxidativo, o Gltimo caracterizado pela produgao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO). O conteudo de ERO e a funcionalidade das
citocinas podem ser regulados pela forte acdo antioxidante e anti-inflamatoria da curcumina

(GARODIA et al., 2023).
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Apesar das multiplas propriedades biologicas, pesquisadores advertem sobre as
limitagdes relacionadas ao uso da curcumina. A baixa solubilidade e estabilidade em agua
diminuem a bioacessibilidade e a biodisponibilidade (AZIZI et al., 2025; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2025; ZHOU et al., 2026). A bioacessibilidade ¢ definida como a fragao
de um composto, liberado a partir de uma matriz alimentar, que esta solivel nos fluidos
gastrointestinais para absor¢ao. A biodisponibilidade ¢ vista como a quantidade de um bioativo
do composto alimentar que esta presente no sangue ap6s ingestao (GRUNDY et al., 2025).

A farmacocinética da curcumina ¢ compreendida por baixa absorcao oral e intensa
metabolizacdo pelas enzimas hepaticas — mesmo quando administrada em dosagem elevada
(12 g dia™!) a concentragdo sérica permanece baixa (52 ng mL™") (ZHAO et al., 2023a).
Apresenta na cadeia principal (heptadienodiona) transferéncia intramolecular de atomos de
hidrogénio, resultando na sua existéncia em trés tautomeros: B-dicetona, enol e ceto-enol
(Figura 2). Em condigdes 4cidas e neutra, a forma ceto ¢ prevalente, enquanto em condi¢des
alcalinas, a forma endlica ¢ majoritaria (VERMA et al., 2025). Em meio alcalino as taxas de
degradacdo aumentam, alcancando o percentual de 90% apods 30 min de exposi¢cdo, nas

condi¢des similares as fisiologicas (pH 7,2) (ZHAO et al., 2023a).

Figura 2 — Formas isoméricas da curcumina ¢ deslocamento do equilibrio com meio.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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As limitagdes correlacionadas a biodisponibilidade e bioacessibilidade da
curcumina podem ser contornadas a partir do encapsulamento desse agente terapéutico, a
exemplo dos complexos de inclusdo com as ciclodextrinas. Os complexos formados entre as
ciclodextrinas e a curcumina sao soltiveis e quimicamente estdveis em agua, consequentemente,

otimizam a liberagdo e retardam a eliminagao sistémica (SHAHRIARI et al., 2023).



1.3 Ciclodextrinas e complexos de inclusio

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos formados pela digestao enzimatica
bacteriana da celulose e do amido. Consistem em unidades de a-D-glucopiranose, conectadas
por ligagdes glicosidicas 1—4 (COVA et al., 2018). Foram descobertas pelo quimico francés
Antoine Villiers em 1891. No entanto, o reconhecimento desses compostos foi atribuido a
Friedrich Schardinger, que isolou pela primeira vez a cepa bacteriana que poderia sintetiza-las,
a Bacillus macerans (WANG et al., 2025a). As ciclodextrinas sdo classificadas quanto ao
numero de unidades a-D-glucopiranose (Tabela 1). Devido a conformagdo em cadeira assumida
pelo seus membros, as ciclodextrinas possuem a forma de um cone truncado, com superficie
de4,7a95A
,2024).

hidrofilica e cavidade com natureza hidrofobica — o didmetro da cavidade varia

(Figura 3, Tabela 1) (KALL, HADDADZADEGAN e BERNKOP-SCHNURCH

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas.

Ciclodextrina Unidades de Massa molar Solubilidade* Diametro da
glucopiranose (n°) (gmol™) (gL )—25°C  cavidade (A)
a-ciclodextrina 6 972 145 4,7-5,3
B-ciclodextrina 7 1135 18,5 6,0-7,8
y-ciclodextrina 8 1297 232 7,5-9,5
2-hidroxipropil-f-ciclodextrina 8 1400 >600 6

Fonte: Kali, Haddadzadegan e Bernkop-Schniirch (2024) e Cova et al. (2018). *solubilidade em

Figura 3 — Estrutura e representacdo em cone truncado para ciclodextrinas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A natureza da cavidade permite a inclusdo de moléculas de mesma afinidade, como
0s compostos organicos com cadeias alquilicas e anéis aromaticos. Devido a sua apolaridade e
largura (6 A), a curcumina ¢ adequada para este processo (PANDA et al., 2022).

No mercado global, o comércio das ciclodextrinas foi avaliado em 18,77 milhdes
de dolares em 2020, com previsao de crescimento de 3,37% até 2027. Além disso, a
contribuicdo para industria farmacéutica reflete-se no aumento gradual das formulagdes
contendo esses oligossacarideos (GHITMAN e VOICU, 2023).

A Cavacurmina® ¢ uma formulagao soluvel em agua comercializada pela Galena®,
baseada em clircuma e y-ciclodextrina (y-CD). A crcuma utilizada nesta formula¢do contém
entre 65 ¢ 82% de curcumina, ¢ o complexo aumenta a sua biodisponibilidade em 39 vezes
(GALENA, 2025).

Inspirados na Cavacurmina®, novas formula¢des de curcumina/ciclodextrina
seguem em desenvolvimento, principalmente empregando a B-ciclodextrina (B-CD) e seus
derivados. Entre estes, encontram se nanocomplexos para aplicagdes antibacterianas
(SHAHBAZ e IMRAN, 2025), o tratamento de Alzheimer (ZHANG ef al., 2020) e cancer de
prostata (EINAFSHAR et al., 2024).

As hidroxilas contidas em B-CD sao passiveis de modificacdo quimica. Derivados
nao 16nicos hidrofilicos, 16nicos e ligeiramente lipofilicos estdo disponiveis para diversas
aplicagdes (KALI, HADDADZADEGAN e BERNKOP-SCHNURCH, 2024).

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) ¢ uma versdo O-substituida
sintetizada por reacdes de condensagdo com oxido de propileno (Figura 4). Quando comparada
a B-CD, esse derivado apresenta alta capacidade de complexagdo, baixa toxicidade e maior
solubilidade em 4gua (Tabela 1) (KALI, HADDADZADEGAN e BERNKOP-SCHNURCH,
2024; SAHA e RAFE, 2023). A menor solubilidade aquosa da B-CD ¢ explicada pela forte
interagdo intramolecular das hidroxilas vicinais ligadas aos carbonos C; e Cs, responsaveis por

dificultar a formacao de ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua (XIAO et al., 2025).

Figura 4 — Substitui¢do de B-CD com 6xido de propileno.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Provavelmente, a maior solubilidade de HP-B-CD se deve a remog¢ao de um dos
atomos de hidrogénio dos grupos OH em C; ou C3 para introdugdo do substituinte. Desse modo,
o remanescente estaria disponivel para interacdo. Vale ressaltar que novas ligagdes de
hidrogénio com a dgua podem ser formadas pela hidroxila secundaria do grupo hidroxipropila.

Atualmente, diversas técnicas sdo utilizadas na obtenc¢ao dos complexos de inclusdo
entre ciclodextrinas e moléculas hospedes, tais como: coprecipitagdo, formacdo de pasta
(kneading), pressurizagdo de fluido supercritico, moagem (grinding), irradiagdo por micro-
ondas, spray-dried e evaporagao de solvente organico (CID-SAMAMED et al., 2022).

Dentre essas, kneading (ARYA e RAGAY, 2021; KATHUN et al., 2023), grinding
(SU et al., 2024; SUN et al., 2014), coprecipitagdo (KHAN et al., 2023; SHARMA e
SATAPATHY, 2021) e evaporacdo de solvente organico (GUPTA et al., 2019) sdo as
metodologias mais exploradas para obten¢do de complexos macromoleculares de curcumina.

Os procedimentos experimentais de coprecipitagdo e kneading, geralmente,
envolvem etapas de purificagdo, onde a curcumina livre ¢ removida dos complexos a partir de
lavagens com etanol (ARYA e RAGAYV, 2021). No entanto, essas etapas podem resultar em
efeitos indesejaveis, pois ndo ha seletividade, e a curcumina complexada pode ser extraida
simultaneamente.

O mecanismo que envolve a formagao dos complexos via grinding ainda ¢ pouco
esclarecido, baseia-se na energia mecanica e no aumento da area de contato promovidos pela
trituracdo (CID-SAMAMED et al., 2022). A etapa de purificagdo pode ocorrer de forma similar
a coprecipitacdo e kneading, como executado por Sun ef al., (2014), ou ndo ser realizada, o que
afetaria a solubilidade do material desenvolvido.

Em contraste aos demais, a purificacdo na evaporacao de solvente organico € mais
adequada, realizada por etapas de separag@o, como filtragdo e centrifugacdo. A curcumina livre
apos o encapsulamento encontra-se precipitada na solu¢do aquosa do complexo de inclusdo, e
dessa forma, ¢ prontamente removida (ROOZBEHI et al., 2020; LAl et al., 2021).
Adicionalmente, a reducao de precipitado pode ser alcangada adotando técnicas assistenciais
que aumentam a taxa de inclusdo e reduzem aglomeragdes, a exemplo da ultrassonificacio
(SUN et al., 2022a).

A ultrassonicacao ¢ uma tecnologia verde emergente conhecida por sua eficiéncia,
versatilidade e aplicagdes industriais. Ja foi usada na sintese de complexos entre HP-B-CD e
produtos naturais como citral (SHEN et al., 2024) e timol (SUN et al., 2021). Operando em
frequéncias acima de 20 kHz, o ultrassom acelera a dissolucdo quebrando interagdes

intramoleculares (BEHAL et al., 2024).
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Para os complexos, o procedimento melhora a associacdo supramolecular
hospedeiro-hospede devido a intensifica¢dao das ondas de choque (MOHANDOSS et al., 2020).
Em certos casos, a radiagdo pode aumentar a reatividade quimica em quase 1 milhdao de vezes.
Em relacdao a formagao das particulas, os parametros dos dispositivos ultrassonicos podem ser
ajustados para otimizar o tamanho e a forma (BEHAL et al., 2024). Mahbubul et al. (2014)
demonstraram o efeito do tempo de ultrassonicagdo em nanofluidos de alumina (Al>O3). Com
a duragdo do procedimento, as nanoparticulas de alumina apresentaram dispersdes mais

estaveis, menor precipitacao, tamanho pequenos e maiores valores de potencial Zeta.

1.4 Hidrogéis: veiculos da curcumina

A maior solubilidade aquosa dos complexos de inclusdo permite a incorporagao da
curcumina em matrizes hidrofilicas, a exemplo dos hidrogéis. Os hidrogéis sdo definidos como
redes poliméricas hidrofilicas tridimensionais (3D), capazes de reter agua e fluidos sem
dissolugdo, sendo obtidos por reticulagdo fisica ou quimica. A reticulacdo quimica ocorre a
partir de ligagdes covalentes, dessa forma, sdo estaveis e detém forte desempenho mecanico.
Na area biotecnoldgica, a reticulacdo quimica comumente ¢ realizada por polimerizagdo
radicalar, adi¢des de Michael, ligagdes €éster-borato, reagdes de Diels-Alder, ligagdes dissulfeto
e formacao da base de Schiff (CHEN et al., 2024a).

A formagdo da base de Schiff ¢ bem explorada na obtencdo de hidrogéis para
engenharia de tecidos e liberagdo de formacos. A reacdo foi descoberta pelo quimico alemao
Hugo Joseph Schiff em 1864 (PAWARIYA, DE e DUTTA, 2024). Trata-se de uma condensacao,
caracterizada pela adicdo de aminas primarias a compostos carbonilicos, cetonas e aldeidos,
que resulta no grupo imina (Figura 5). Sua velocidade aumenta na faixa de pH entre 4 — 5, onde
¢ possivel gerar a carbinolamina (intermediario tetraédrico) sem que ocorra a inativacdo das
aminas nucleofilicas por protonacdo (McMURRY, 2016).

A imina € um grupo de baixa estabilidade quimica, sendo suscetivel a hidrolise em
meio acido. A sensibilidade da imina confere aos hidrogéis reticulados via base de Schiff
responsividade ao pH (HAKIMI et al., 2025). Essa propriedade tem sido utilizada para modular
os percentuais de liberacdo dos complexos de curcumina incorporados na matriz dos hidrogéis,
direcionando a entrega do composto de acordo com a demanda terapéutica (RONG et al., 2023;
YUAN et al., 2022). Nesse contexto, a rede polimérica 3D relaxa com a desreticulagdo gel em

ambiente acido, o que facilita a difusdo do ativo, alguns casos sdo observados na Tabela 2.



Tabela 2 — Formulacdes incorporadas com complexos de inclusdo entre a curcumina e ciclodextrinas.
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Formulacdo Finalidade Reticulagdo Liberacao (h) Liberacao (%) Referéncia
Hidrogéis . oo ~ ”
CS/GG-B-CD/CUR Aumen’to Qa blqacesglbllldade Interacédo e;letrostatma e 240 ~20 2 80* Oliveira et al. (2021).
gastrica e intestinal resfriamento
Hidrogéis Tratamento de osteossarcoma
- - | ~ %
Agel-OS-Cur (cancer do tecido sseo) Base de Schiff 672 20 a 65 Yuan et al. (2022).
Hidrogéis
CMx-SA/CS Cicatrizagdo de feridas Interagdo eletrostatica 48 6 Kiti e Suwantong (2020).
Hidrogéis
HG-CMx Cicatrizagdo de feridas Base de Schiff 96 ~60 Chanmontri ef al. (2025).
Hidrogéis
Pul-BCD-MA Cicatrizagdo de feridas Radiagdo UV 8 60 Nonsuwan et al. (2023).
Hidrogéis
H-CDA-Clo/HNT-Cur Tratamento de candidiase Polimerizagao radicalar 120 ~15 Tomarchio ef al. (2025).
Hidrogéis e, .
Reabilitagdo pds-acidente - .
Cur-Gel vascular cerebral (AVC) Adigdo de Michael 120 > 50 Zhang et al. (2024a).
Hidrogéis Tratamento de hepatoma
: ~ %
MPDA&CUR@Gel (cancer do tecido hepatico) Base de Schiff 48 30a45 Rong et al. (2023).
Hidrogéis Aumento da bioacessibilidade L . "
GAm-CD/CUR gdistrica e intestinal Polimerizagdo radicalar 100 7 e 96 Gerola et al. (2015).

Fonte: elaborado pelo autor.

* Liberagdo da curcumina foi responsiva ao pH.

composigdes dos hidrogéis: CS/GG-B-CD/CUR (goma gelana, quitosana e complexo de curcumina/B-CD). Agel-OS-Cur (amido oxidado, gelatina e complexo de curcumina/f-
CD polimerizada). CMx-SA/CS (alginato de sodio, quitosana e complexo de curcumina/pB-CD). HG-CMx (pectina oxidada, quitosana quaternizada e complexo de curcumina/f3-
CD). Pul-BCD-MA (pululana e complexo de curcumina/p-CD). H-CDA-Clo/HNT-Cur (complexos de curcumina/B-CD acrilada e 2-hidroxietil metacrilato). Cur-Gel (complexo
de curcumina/HP-B-CD, acrilato de polietilenoglicol e DL-ditiotreitol). MPDA&CUR@Gel (4cido hialurénico oxidado, hidroxipropil quitosana e complexo de curcumina/f3-
CD aminada) e GAm-CD/CUR (goma arabica metacrilada e complexo de curcumina/B-CD).
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Figura 5 — Mecanismo de formagao de base de Schiff a partir de um aldeido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Yuan et al. (2022) modularam os percentuais de liberagdo do complexo da
curcumina com B-CD, a partir de hidrogéis de amido oxidado e gelatina. O teor de curcumina
liberado em pH 6,5 variou de 40 a 65%, enquanto no pH 7,4, este ficou entre 20 ¢ 30%. A maior
disponibilidade da curcumina em meio acido permitiu o tratamento efetivo de osteosarcomas,
tumores malignos do tecido 6sseo recorrente em adolescentes. Em ensaios de viabilidade
celular, a toxicidade das formulagdes foi seletiva, inibindo osteosarcomas (MG63) (30 — 60%)
e ndo afetando os osteoblastos (75 — 85%) humanos (HOB). A seletividade foi associada a
molécula da curcumina e a responsividade do hidrogel ao ambiente fisiopatoldgico do céncer,
caracteristico por ser acido.

Estratégia similar foi adotada Rong et al. (2023), ao controlar a liberagao do
complexo de curcumina com B-CD aminada a partir de hidrogéis de acido hialuroénico oxidado
e hidroxipropil quitosana. O percentual de curcumina em pH 5,5 e 7,4 foi de 45 e 30%,
respectivamente. Em paralelo, a doxorrubicina (medicamento anticancer) foi liberada pela
matriz, com 0s percentuais responsivos a acidez, estes foram de 25 e 35%. O complexo foi
incorporado na formulagao para diminuir a inflamagao de tecido normais, em fronteira com os
tumorais, consequente do aquecimento excessivo da terapia fototérmica — empregada junto a
doxorrubicina para o tratamento de hepatoma (cancer no figado). Ensaios de viabilidade celular
demonstraram a inibicdo dos hepatomas murinos (Hepal—6) com tempo de exposi¢do da
radiagdo fototérmica, alcangando ~75%. A biocompatibilidade para fibroblastos (L929) foi
atestada, estando acima de 85%.

Comparada a outras reticulacdes covalentes, a base de Schiff pode ocorrer
rapidamente sob condi¢des brandas (ZHANG ef al., 2024b). Através dela, hidrogéis injetaveis

e autocuraveis sao preparados no ambiente fisiologico (HAKIMI et al., 2025).
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Chanmontri et al. (2025) desenvolveram hidrogéis baseados em pectina oxidada e
quitosana quaternizada incorporados com o complexo de curcumina com B-CD para
cicatrizagdo de ferimentos. A autocura e a injetabilidade sdo cruciais nesta aplica¢do, pois
permitem que as formulagdes cubram feridas irregulares e se mantenham integras, mesmo sobre
atuacdo de forcas mecanicas geradas pela atividade humana. As duas propriedades foram
verificadas nos hidrogéis. Além disso, o complexo de inclusdo melhorou a acdo antioxidante e
antibacteriana da matriz. A inibi¢ao da cepa Staphylococcus aureus foi mais proeminente, sendo
10% maior (76 vs. 86%) em comparagdo ao gel sem aditivo. Curativos antibacterianos limitam
a colonizacdo microbiana, combatendo, a infec¢do responsavel por interromper o processo de
cicatrizagao.

Hidrogéis aditivados com complexos de curcumina e ciclodextrina projetados para
administracao oral foram elaborados por reticulacdo eletrostatica e polimerizacao radicalar
(Tabela 2). A liberagdo do ativo em ambas as formulag¢des foi responsiva ao pH, mesmo sem
haver relatos prévios, isto ¢ um bom indicio para os materiais que venham a ser produzidos via
formacdo de base de Schiff.

Grande parte das formulagdes contidas na Tabela 2 possuem uma matéria prima em
comum na composi¢do, os polissacarideos. Esses polimeros naturais tém destaque em
aplicagdes biomédicas devido a abundancia, baixo custo, biosseguranca, biodegradabilidade e
possibilidade de modifica¢des quimicas. Para a reticulagdo via base de Schiff, os polissacarideos
sdo funcionalizados visando a introdu¢do de grupos aldeidicos, enquanto a quitosana segue
como a macromolécula de maior emprego por ter aminas primarias na sua estrutura nativa

(HAKIMI e al., 2025).

1.5 Polissacarideos: modificacdes quimicas

Os polissacarideos sao polimeros constituidos por unidades monoméricas de agticar
(monossacarideos), conectadas através de ligagdes glicosidicas. Os monossacarideos sao
dotados com hidroxilas primarias ou secundarias que sdo passiveis de oxidagdo
(PANDEIRADA; BOULOS e NYSTROM, 2025). As principais reagdes de oxidacdo de
polissacarideos sdo realizadas com radical 2,2,6,6-Tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO)
(CUNHA et al., 2007), reagente de Fenton (CRESCENZI et al., 1997) e ion periodato
(KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010). Todas estas podem introduzir

aldeidos em polissacarideos, porém somente a oxidacdo com ion periodato € seletiva.
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O ion periodato (I04°) oxida didis vicinais em dialdeido. Em polissacarideos, a
reacdo regioespecifica, ocorre nas unidades monossacaridicas com didis orientados nas
posi¢des equatorial — equatorial e equatorial — axial (PANDEIRADA et al., 2022) (Figura 6).
A conformacao diaxial ¢ rigida, dificultando a formagdo do intermediario éster iodato

(KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010).

Figura 6 — Representacao do mecanismo de oxidacdo de uma unidade monossacaridica com o ion periodato.
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Fonte: elaborado pelo autor.

1.5.1 Goma do cajueiro

A goma do cajueiro ¢ um heteropolissacarideo acido exsudato do caule fissurado
do Anacardium occidentale L. (DA ROCHA et al., 2023). O cajueiro, nativo do nordeste
brasileiro, pode produzir cerca de 700 g de goma por ano. Devido a extensdo do seu cultivo na
regido, estima-se que a produ¢do anual da goma alcance 50 mil toneladas. A goma € composta
pelas unidades B-D-galactose, a-D-glucose, a-L-arabinose, o-L-rhamnose e [-D-acido
glucurénico — com variagdes dependente da origem geografica (SILVA et al., 2025).

No Brasil, o teor de agucares é: 72% galactose, 14% glucose, 2—3% rhamnose,
4—6% arabinose e 4—7% dacido glucurdnico. A cadeia principal do polimero ¢ formada por
unidades de B-D-galactose, conectadas por ligagdes glicosidicas (1—3). Esse monossacarideo
ramifica a estrutura em ligagdes (1—6). Os outros agucares estdo presentes nas terminagdes

(Figura 7) (DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998; DE PAULA; RODRIGUES, 1995).
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Figura 7 — Fragmento estrutural de goma do cajueiro. R indica as terminagdes de a-L-rhamnose e a-L-arabinose.
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Fonte: adaptado de Ribeiro et al. (2016).

A oxidagao da goma do cajueiro com 104~ ocorre nas ramificagdes, uma vez que a

ligacao glicosidica (1—3) das unidades -D-galactose na cadeia principal inviabiliza a presenca

de diois vicinais. Como ha clivagem da ligagdo entre C; e Cs3, a reagdo de oxidagdo pode

comprometer a integridade de polissacarideos. Além disso, monossacarideos com tridis vicinais

podem ser duplamente oxidados, o que diminui o sacarideo ao liberar 4cido formico (Figura 8).

Devido a localizagdo de seus agucares redutores, os efeitos indesejados dessas reagdes sao

menos manifestados na goma do cajueiro (SILVA et al., 2025).

Oxidados da goma do cajueiro ja foram reagidos com a gelatina, quitosana e

derivados para elaboragao de scaffolds (FERREIRA et al., 2021; MACIEL et al., 2019) e filmes

(LEITE et al., 2017) via formacdo de base de Schiff. A caracterizacdo desses materiais

demonstrou boa perspectiva para aplicagdes biotecnoldgicas, englobando a engenharia de

tecidos, industria de alimentos e setor ambiental.
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Figura 8 — Representacdo esquemadtica da dupla oxidacdo de uma unidade monossacaridica com o ion periodato.
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Fonte: elaborado pelo autor.

1.5.2 Quitosana

A quitosana ¢ um heteropolissacarideo que pode vir adquirir carga positiva obtido
pela desacetilagdo alcalina da quitina — biopolimero de grande abundancia natural, sendo
isolado do exoesqueleto de artrépodes, membrana celular de algas, esqueleto de moluscos e
parede celular de plantas (HUSSAIN e BERRY, 2024).

A estrutura quimica da quitosana ¢ compreendida por uma cadeia linear das
unidades B-D-glucosamina, com residuos N-acetil-B-D-glucosamina, conectadas por ligagdes
glicosidicas (1—4) (Figura 9). Possui multiplas func¢des bioldgicas, dentre elas estdo acdo

antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria, cicatrizante, anti-hipertensiva anticancer e

antidiabética (HARUGADE, SHERJE e PETHE, 2023).

Figura 9 — Estrutura quimica da quitosana.
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A baixa solubilidade aquosa da quitosana restringe seu uso ao meio dacido.
Entretanto, este empecilho pode ser facilmente contornado através de derivagdes que
introduzem grupamentos i6nicos na estrutura nativa, expandindo a gama de aplicagdes em meio
fisiologico (Figura 10). Além da solubilidade, os derivados da quitosana apresentam
biocompatibilidade, biodegradabilidade, acdo antioxidante e antibacteriana, entre outras
propriedades (PAWARIYA, DE e DUTTA, 2024).

A N-succinil quitosana ¢ obtida pela carboxiacilagdo da quitosana com o anidrido
succinico (Figura 10F). A substitui¢ao nucleofilica pode ocorrer em dois sitios reativos: grupo
amino (N-carboxiacilagdo) e hidroxila (O-carboxiacilagdo). A N-succinil quitosana tende a ser
o produto majoritario, devido a maior estabilidade da amida formada. A modificagdo permite
que o polimero seja solivel na faixa de pH entre 4 a 7, quando o grau de substituicdo se
aproxima de 45% (BASHIR et al., 2015).

N-succinil quitosana com grau de substitui¢ao 57,2% e Pluronic F127® foram
utilizada para o desenvolvimento de hidrogéis para cicatrizagdo de ferimentos. O polissacarideo
derivado apresentou solubilidade entre pH 4 ¢ 5 ¢ entre 8 a 9. Em condi¢des proximos as
fisiologicas (pH 6 a 7) foi insoltivel — sinalizando que a substitui¢do acentuada comprometer
as aplicagdes in situ (RUNGROD et al., 2025). A influéncia do grau de substitui¢ao sobre as
propriedades de hidrogéis foi investigada por SRIMAI et al. (2025), ao desenvolver
formulacdes baseadas em N-succinil quitosana e poli(alcool vinilico). Os derivados foram
preparados em altos graus de substituicdo — 53, 66 e 79%. O tamanho de poros e o
intumescimento foram proporcionais ao grau de substituigdo. Na liberacdo de farmacos,
matrizes com maiores poros e graus de intumescimento aceleram a difusao do ativo, resultando
em uma liberagdo descontrolada. Um parametro adicional deve ser observado ao projetar
derivados succinilados para elaboracdo de hidrogéis via formagao de base de Schiff, altos graus
de substitui¢do diminuem o teor de aminas primarias remanescentes para a reticulagao.

Nos géis de alginato oxidado e N-succinil quitosana a succinilagdo atingiu 36,8%
(SAUCE-GUEVARA et al., 2025). Outros graus de succinilagdo sdo reportados para os géis
contendo dextrana oxidada, 55,8% (SUN et al., 2022b), sulfato de condroitina oxidado, 48,1%
(LU et al., 2015) e goma guar oxidada, 54,4% (MOREIRA FILHO et al., 2025a). Adicionado

das questdes mencionadas, esses valores podem nortear a execugdo de sinteses bem-sucedidas.



Figura 10 — Derivados i6nicos soliveis em dgua da quitosana.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar hidrogéis a base de N-succinil quitosana ¢ goma do
cajueiro oxidada incorporados com o complexo de inclusdo de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

e curcumina como potencial nutracéutico e cicatrizante.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Isolar, oxidar e caracterizar a goma do cajueiro em dois graus de oxidacao

o Carboxiacilar e caracterizar a quitosana com anidrido succinico em dois graus de
substituicao

o Desenvolver hidrogéis a base da goma do cajueiro oxidada e N-succinil quitosana

via formacao de base de Schiff

o Avaliar o tempo de gelificacdo das formulagdes, propriedades mecanicas,
porosidade, morfologia e intumescimento dos hidrogéis desenvolvidos

o Determinar a estequiometria, constantes de equilibrio e propriedades
termodindmicas da inclusdo da curcumina em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

. Sintetizar complexos de inclusdo entre a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e a
curcumina utilizando as técnicas de evaporagdo de solvente organico e ultrassom

. Avaliar a influéncia do ultrassom na eficiéncia de encapsulamento e carga de
curcumina; solubilidade e estabilidade em agua; estabilidade térmica; taxa de
inclusdo; tamanho e estabilidade de particulas

. Verificar a atividade antioxidante e antibacteriana; citocompatibilidade e
bioacessibilidade do complexo de inclusdo mais promissor

o Incorporar o complexo de inclusdo mais promissor, em duas concentragdes
distintas, no hidrogel de melhor performance

o Avaliar os efeitos da incorpora¢do do complexo na extensdo da reticulagdo, tempo
de gelificacdo e propriedades mecanicas das formulagdes; selecionar o hidrogel
aditivado com curcumina mais promissor

. Verificar a injetabilidade, autocura, adesividade e morfologia do hidrogel aditivado

. Estudar as cinéticas de liberacdo de curcumina a partir do hidrogel aditivado em

meios com diferentes valores de pH
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Verificar a atividade antioxidante e antibacteriana; citocompatibilidade e
bioacessibilidade do hidrogel aditivado
Investigar o potencial do hidrogel aditivado em acelerar o processo de cicatrizagao

de feridas agudas em camundongos
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Anidrido succinico (99%), 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTYS),
oxido de deutério (D20, 99,9%), 2’-hidroxipropil-f-ciclodextrina (HP-B-CD), amilase salivar,
pepsina, pancreatina, solucao de bile, persulfato de potassio, tween® 80 e curcumina (CUR)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O extrato gastrico de coelho foi fornecido pela
Lipolytech®. Alcool etilico (99,5%), 4cido acético (99,5%), alcool metilico (99,5%), acetona
(99,5%), dimetilsulféxido (DMSO, 99%), periodato de soédio (NalOs, 99,8%), hidroxido de
sodio (NaOH, 97%), acido cloridrico (HCI, 36,5%), cloreto de sédio (NaCl, 99%) e
etilenoglicol (99%) foram obtidos da Synth®. 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de so6dio
(DDS) e dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-dg, 99,9%) foram oriundos da Cambridge Isotope
Laboratories®. Acetato de so6dio (98%), biftalato de potassio (CsHsKOa, 99,5%), cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH-HCI, 99%) foram adquiridos da Vetec®. O agar Mueller-Hinton e o
caldo foram adquiridos da Kasvi®. O meio eagle modificado de dulbecco (DMEM), penicilina
e estreptomicina foram oriundos da Capricorn®, enquanto o soro fetal bovino e o brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) vieram da Cultilab® e da Exodo
Cientifica®, respectivamente. A quitosana (QTS) foi obtida da Polymar®, com massa molar
viscosimétrica de 1,39x10° g mol™!. O exsudato da goma do cajueiro foi fornecido pela

Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard, Brasil.

3.2 Isolamento e oxidacido da goma do cajueiro (GC)

A GC foi isolada como um sal de sédio, utilizando o método desenvolvido por
Rodrigues, de Paula e Costa (1993). O exsudato (15 g) foi dissolvido em 100 mL de agua
destilada com auxilio de agitacdo magnética (12 h). A solu¢do formada foi filtrada em funil de
placa sinterizada n°1 para remog¢ao de impurezas brutas, e o eluente teve o pH ajustado para 7,0
com adi¢do de NaOH o (1 mol L™!). Ao volume resultante foi adicionado NaCl (1 g), sendo
mantida a agitagdo (30 min). A solugdo final foi precipitada em etanol comercial (95% — v/v),
na razao volumétrica de 4/1 em relacao ao solvente. O precipitado, filtrado em funil de placa
sinterizada n°® 3, foi exaustivamente lavado com etanol absoluto e acetona. A GC isolada foi

seca em jato de ar quente e macerada.
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A GC foi oxidada com NalO4usando adaptando o método de Ferreira et al. (2021).
Resumidamente, GC (2 g; 1,23x1072 mols de unidades glicosidicas) foi dissolvida em 200 mL
de 4gua destilada sob agitagao magnética (12 h). O NalOs foi adicionado as solu¢des formadas
nas massas de 0,80 e 1,32 g, objetivando oxidar as unidades monossacaridicas nos teores
molares teéricos de 30 e 50%, respectivamente. A reagdo ocorreu na auséncia de luz e
temperatura ambiente (25 °C — 12 h), sendo finalizada pela adi¢do de etilenoglicol (0,5 mL).
As solugdes resultantes foram dialisadas contra agua destilada até que a condutividade do meio
alcangasse 2 puS cm™. Os derivados oxidados foram liofilizados e denominados como GCOx30

e GCOx50, referentes ao grau de oxidacao teorico.

3.3 Purificacao e carboxiacilacao da quitosana (QTS)

A remogdo das impurezas contidas na quitosana comercial se fundamentou no
procedimento de purificacdo relatado por Signini e Campana (2001). QTS (10 g) foi
solubilizada em 1 L de acido acético aq (2% — v/v) com auxilio de agitagdo magnética (24 h).
Em seguida, a solu¢do foi centrifugada para remocao de impurezas brutas (6000 rpm —15 min)
(EBA 21 — Hettich Zentrifugen, Alemanha). O sobrenadante coletado foi precipitado com a
adi¢do de NaOH 44 (1 mol L' — pH 10). Para isolar o polissacarideo, a dispersio resultante foi
submetida a uma segunda etapa de centrifugacao. O precipitado foi lavado com agua destilada
em funil de placa sinterizada n° 3, até que o filtrado alcangasse a condutividade de 2 uS cm ™.
A QTS purificada foi congelada, liofilizada (Labconco, EUA) e triturada.

A QTS purificada foi carboxiacilada com anidrido succinico utilizando o método
de Oliveira et al. (2023), adaptado. Resumidamente, QTS (2 g) foi dissolvida em 200 mL de
acido acético aq (2% — v/v) sob agitacdo magnética (50 °C — 12 h). Em seguida, 100 mL de
metanol e anidrido succinico (2,98 € 4,96 g em 60 mL de acetona) foram adicionados ao meio
para dar inicio a reagdo (50 °C — 48 h). Apos essa etapa, os sistemas tiveram o pH ajustado com
NaOH 44 (1 mol L' — pH 10), com manutencdo da agitagdo (24 h). Os produtos das reagdes
foram precipitados em etanol comercial (95% — v/v), na razdo volumétrica de 2/1 em relagao
ao solvente, e centrifugados (6000 rpm - 10 min) (EBA 21 — Hettich Zentrifugen, Alemanha).
Os precipitados foram lavados com etanol .q (70% — v/v) e acetona para remocao de substancias
ndo reagidas — em funil de placa sinterizada n° 3. Os derivados carboxiacilados foram secos
com jato de ar quente, macerados e denominados segundo a proporc¢ao de anidrido succinico

adotado nas sinteses, sendo NSQ-A e NSQ-B para alta e baixa proporg¢ado, respectivamente.
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3.4 Caracterizacao de GC, QTS e derivados

3.4.1 Rendimentos de recuperacgio

Os rendimentos de recuperagao para o isolamento, purificagao e modificagdo foram

calculados pela Equacao 1.

Rendimento (%)z[’;’,—{] x 100 (1)

onde Mi e Mf'sdo as massas iniciais (antes do processo) e finais (apds o processo), respectivamente (n = 3).

3.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT—IR)

Os espectros de absor¢@o na regido do infravermelho de GC, GCOx30, GCOx50,
QTS, NSQ-A e NSQ-B foram obtidos em pastilhas de brometo de potassio (KBr) no

espectrometro IRTracer-100 (Shimadzu, Jap3o), na faixa de 400 a 4000 cm ' .

3.4.3 Ressondncia magnética nuclear de prétons (RMN 'H)

Os espectros de RMN 'H foram obtidos a 70 °C no espectrometro Advance
DRX500 (Bruker, Alemanha) com sonda de 5 mm. GC, GCOx30 e GCOx50 foram dissolvidos
em D0, enquanto QTS, NSQ-A e NSQ-B foram dissolvidos em uma solugdo de acido
cloridrico deuterado (2% v/v — D>O/DCI). Em todos os experimentos, a janela espectral foi

registrada até 20 ppm com 32 varreduras; DSS foi utilizado como padrao interno (0,00 ppm).

3.4.4 Cromatografia de permeacio em gel (GPC )

A massa molar de pico (M;k) de GC, GCOx30 e GCOx50 foi estimada por GPC
utilizando o cromatdgrafo LC-20AD (Shimadzu, Japao) equipado com o detector de indice de
refracdo RID-10A e coluna linear PolySep (7,8 mm x 300 mm), como fase estacionaria. Uma
solucdo de NaNOs o4 (0,1 mol L) foi utilizada como eluente sob o fluxo de 1 mL min~". Para
a determinagdo do M;k, uma curva de calibracdo (Equacdo 2) foi construida nas mesmas
condigdes experimentais, utilizando pululanas (Shodex Denko®) com massas molares na faixa

de 5,90x10° a 7,88x10° g mol !

Log Mpk =(—1,17 X Ve) + 14,28 (R?=0,9924) (2)

Onde Ve ¢ o volume de elui¢do das amostras.
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3.4.5 Teor de acidos totais de GC

O teor de 4cidos totais da goma do cajueiro foi obtido por titulagdo potenciométrica,
como descrito por Silva et al. (2004). Inicialmente, solugdes de GC (100 mg mL™") foram
eluidas em um coluna de troca i6nica Amberlit IR-120H", para garantir que todos os grupos
acido estivessem protonados. Os eluentes recolhidos foram congelados e recuperados por
liofilizagdo (Labconco, EUA). As amostras de GC foram ressolubilizadas (50 mg mL™!) e
tituladas com NaOH 44 (0,0097 mol L), previamente padronizado com CsHsKOuaq. O volume
de equivaléncia molar foi definido por meio da segunda derivada da curva de titulagdo, sendo
o pKa correspondente ao pH na metade deste ponto. O teor de acidos totais foi calculado como

a razao molar dos acidos pela unidade monossacaridica (Equagao 3).

Mols de acidos

Teor de acidos totais (%) =[ ] x 100 3)

Mols de unidades monossacaridicas

onde a massa molar da B-D-galactose glicada (162 g mol™"), maior constituinte da goma do cajueiro, foi adotada
para calcular o nimero de mols das unidades monossacaridicas (n = 3).

3.4.6 Grau de oxidacao experimental

O teor de unidades oxidadas foi determinado através de titulagdo potenciométrica,
como descrito por Silva et al. (2020). Os derivados GCOx30 e GCOx50 (25 mg), cada, foram
dissolvidos em 25 mL de NH,OH-HCl o4 (0,25 mol L™!) sob agitacdo magnética (25 °C —12 h).
Posteriormente, o HCI, liberado a partir da formagdo da oxima, foi titulado com NaOH aq
(0,0488 mol L"), previamente padronizado com CsHsKOs . Definiu-se o volume de
equivaléncia molar por meio da segunda derivada da curva de titulacdo. O grau de oxidagdo

experimental foi calculado fazendo uso da Equacao 4.

Grau de oxidacao experimental (%)= x 100 4)

[C1XV1X162]
2m

onde C; e V sdo, respectivamente, a concentragdo (mol L) e o volume de equivaléncia molar de NaOH 4 (L). O
fator 162 é a massa molar da unidade monossacaridica glicada. m ¢ a massa do derivado oxidado utilizado no
experimento. Nota-se que esta tltima variadvel estd duplicada, isto ocorre devido serem consumidos 2 mols de

NH>OHHCI por unidade oxidada (n = 3).
3.5 Preparacio dos hidrogéis GCOx/NSQ via formacao de base de Schiff
As solugdes de GCOx30, GCOx50 e NSQ-B (20 mg mL™!) foram preparadas em

agua destilada sob agitacdo magnética (50 °C — 12h). Em seguida, a solu¢do da NSQ-B foi

adicionada as solucdes dos derivados GCOx, numa razao volumétrica de 1:1.
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As misturas foram depositadas em frascos cilindricos com area de 0,95 cm? de base,
sendo mantidas a temperatura ambiente para garantir o processo de reticulagao (25 °C — 24 h).
Os géis foram denominados como GEL-30B e GEL-50B, segundo a composi¢ao de polimeros

precursores, € liofilizados (Labconco, EUA) quando uma amostra seca se fez necessaria.

3.5.1 Caracterizagdo dos hidrogéis GCOx/NSQ

3.5.2 FT—IR

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho de GEL-30B ¢ GEL-50B
foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrometro IRTracer-100 na faixa de 400 a 4000 cm™!

(Shimadzu, Japao).

3.5.3 Forga de gel e tempo de gelificagdo (tgel)

O tgel foi determinado por reologia oscilatoria, onde foi verificada a evolugdo do
moédulo de armazenamento (G”) e modulo de perda (G”’) em fungdo do tempo. As analises
foram realizadas no redbmetro AR-550 usando uma geometria cone placa de 40 mm de didmetro
(TA instruments, Reino Unido) — operando a uma frequéncia, tensao e temperatura de 0,15 Hz,
5Pae 37 °C, respectivamente (n = 3). As propriedades mecanicas dos hidrogéis foram avaliadas
com uma geometria de placa paralela de 20 mm de diametro — sob frequéncia, tensdo e

temperatura de 0,15 Hz, 1,5 Pa e 37 °C, respectivamente.

3.5.4 Porosidade e microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia das amostras GEL-30B e GEL-50B foi examinada por MEV
utilizando o microscopio eletronico QUANTA 450-FEG (FEI Company) com o feixe de
elétrons operando a 20 kV. A preparacdo partiu do congelamento das matrizes liofilizadas em
nitrogénio liquido para posterior corte com lamina metalica. Os hidrogéis foram revestidos com
uma fina camada de ouro para evitar o sobrecarregamento. O didmetro dos poros observados
foi medido através do software Image J, usando micrografias na magnificagdo de 150x. O
tamanho médio de poros foi estimado a partir do ajuste da fun¢do gaussiana nos histogramas

de distribui¢dao normal.
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A porosidade dos hidrogéis foi avaliada pelo método de deslocamento de liquido,
adaptado de Nonsuwan et al. (2023). Para otimizar o processo de infiltracdo, as amostras
imersas em etanol absoluto foram centrifugadas (1200 rpm — 10 min), at¢é que um peso
constante fosse alcangado. Antes das pesagens, o excesso de liquido foi removido
cuidadosamente com lenco de papel. O volume dos materiais foi mensurado utilizando um

paquimetro digital e a porosidade calculada através da Equacao 5.

Porosidade (%) =[((Ml;Mz)] x 100 (5)

p etoh X v)

onde M, e M» representam a massa dos hidrogéis infiltrados com etanol e sem infiltra¢do, respectivamente. p etoh
¢ a densidade do etanol absoluto (0,789 g cm>) € v 0 volume dos materiais (n = 3).

3.5.5 Intumescimento

O intumescimento do GEL-30B e GEL-50B foi determinado pela imersdao das
amostras (~20 mg) em 25 mL do tampdo fosfato de soédio (PBS) (0,1 mol L' — pH 7,4),
adaptado de Qing et al. (2021). Os hidrogéis foram intumescidos em intervalos de tempo
predefinidos (5, 10, 20 e 60 min). Antes das pesagens, o excesso de liquido superficial foi

removido com lengo de papel. O grau de intumescimento foi calculado usando a Equacgao 6.

Intumescimento =|#1-M2) (6)
M3)

onde M; e M, representam a massa dos hidrogéis intumescidos e secos, para cada intervalo especifico,
respectivamente, (n = 3).

3.6 Preparacao dos complexos de inclusio HP-B-CD/CUR

Os complexos de inclusdo foram preparados na razdo molar de 1HP-B-CD:1CUR
utilizando a técnica de evaporacao de solvente organico, a qual foi associada com o processo
de ultrassonicagdo. Na evaporacgdo de solvente organico, a razdo volumétrica de agua e acetona
foi fixada em 1:1 (GUPTA et al., 2019). HP-B-CD (60 mg) e CUR (16 mg) foram dissolvidas
em 6 mL de dgua destilada e acetona, respectivamente, sob agitagdo magnética (25 °C — 1 h).
Na etapa seguinte, a solugao de CUR em acetona foi adicionada a solug¢ao aquosa de HP-B-CD,
gota a gota. O sistema foi envolvido com folha de aluminio, com a superficie perfurada, mantida
a agitacdo para evaporacdo da acetona (700 rpm — 20 h). Apos esse periodo, a solugdo do
complexo foi centrifugada (1200 rpm — 15 min) (EBA 21 — Hettich Zentrifugen, Alemanha),
sendo o precipitado recolhido e o sobrenadante armazenado (etapa 1). O precipitado foi

redisperso em 14 mL de dgua destilada sob agitacao (700 rpm — 40 min) (redispersao 1).
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Subsequentemente, a redispersdo 1 foi centrifugada (1200 rpm —15 min) e o
segundo sobrenadante adicionado ao armazenado anteriormente. O complexo HP-CD/Cur foi
denominado em referéncia a auséncia de ultrassonificacdo, recuperado por liofilizagdo
(Labconco, EUA). A ultrassonicacao foi aplicada para melhorar a dissolug¢ao e inclusao das
moléculas de CUR dentro da cavidade de HP-B-CD. A redispersao 1 foi submetida a sonicacao
usando o processador ultrassonico de alta intensidade VCX-750 (Sonics & Materials, EUA)
com uma microponta de 6,5 mm, em um banho térmico a 5 °C. O processo envolveu pulsos
alternados (on e off) a cada 10 s a 20 W (amplitude de 30%) por 5, 10 e 15 min. Posteriormente,
as solugdes sonicadas foram centrifugadas e os sobrenadantes misturados com os armazenados
na etapa 1. Os complexos de inclusdo foram liofilizados e denominados como HP-CD/Curs,

HP-CD/Curio ¢ HP-CD/Curis, onde os subscritos simbolizam a duragdo da ultrassonicagao.

3.6.1 Caracterizacdo dos complexos de inclusio HP-CD/Cur

3.6.2 Diagrama de fase soluvel e estequiometria de complexacio

A solubilidade de fase do sistema HP-B-CD/CUR foi avaliada a partir da adaptagdo
do método reportado por Singh ef al. (2010). Separadamente, CUR (1 mg) foi adicionada com
5 mL de uma solugdo tampdo de acetato de soédio (pH 5 — 0,05 mol L' e i = 0,3), contendo
concentragdes graduais de HP-B-CD (0 a 5% — m/v). Os sistemas foram mantidos sob agitacao
em banho térmico para atingir o equilibrio quimico (25, 45 e 65 °C — 24 h). Ap6s esse periodo,
as solugodes saturadas formadas foram filtradas com membranas de 0,2 um. Os filtrados e
DMSO foram misturados numa razao volumétrica de 1:1 — quando necessario uma aliquota
(500 pL) foi novamente diluida, utilizando uma solu¢do do tampao com DMSO (50% — v/v).
Em seguida, as amostras foram analisadas no espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu, Japao),
com a absorbancia sendo registrada em 433 nm. A concentragdo de curcumina [CUR] foi
determinada a partir de curvas de calibragdo, construidas nas mesmas condigdes experimentais
da anélise, empregando solucdes de CUR com concentra¢do variando de 0,1 a 6,5 pg mL™!

(Equagao 7 € 8) (n =3).

[CUR] = %ﬁ?"” (R%=0,9975) (0,120,5 ug mL) (7)
[CUR] = %{;’;’;0@ (R% = 0,9998) (0,526,5 ug mL") (8)

Onde ABS ¢ a absorbancia em 433 nm.
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3.6.3 Rendimentos de sintese

O rendimento das sinteses dos complexos de inclusao HP-CD/Cur foi calculado

pela Equacgdo 9, adaptada de Arya e Raghav (2021) (n = 3).

(MHP—CD/CUR)
(MCUR)iniciqr +(MHP—B—CD)injciql

Onde (MHP-CD/Cur) ¢ a massa obtida para os complexos de inclusdo, (MCUR)iniciai € (MHP--CD)jpicial 530 as
massas iniciais de curcumina e HP-B-CD, respectivamente.

Rendimento (%) :[

] x 100 9)

3.6.4 Eficiéncia de complexacdo e carga de curcumina

A eficiéncia de complexagdo (EC) e a carga de curcumina (CC) dos complexos de
inclusdo HP-CD/Cur foram determinadas por extragdo em DMSO (ROOZBEHI et al., 2020).
As amostras (2 mg) foram dissolvidas em 2 mL de DMSO, sob a agitagdo, para efetivar a
extragdo (300 rpm — 12 h). Posteriormente, os extratos foram analisados no espectrofotometro
UV 1800 (Shimadzu, Japao), com a absorbancia registrada em 426 nm. A [CUR] foi
determinada a partir de uma curva de calibracdo, construida nas mesmas condi¢des
experimentais da analise, empregando solucdes de CUR com concentragdes que variaram de
0,5 a 6,5 pg mL™! (Equagdo 10). Os percentuais de EE e CC foram calculados pelas Equagdes

11 e 13, respectivamente (n = 3).

[CUR] = % (R*>=0,9998) (0,526,5 ugmL") (10)

Onde ABS ¢ a absorbancia em 426 nm.

(MCUR)

EC (%) = Gazuryo) X 100 (in
MCUR l

CC (%)~ Grrmca sy | X 100 (12)

Onde (MCUR)ex e (MCUR)to sdo as massas de curcumina extraida dos complexos e a massa tedrica de curcumina
a ser aprisionada, respectivamente, ¢ (MCUR)complex representa a massa da curcumina complexada, enquanto
(MHP-CD/Cur) se refere a massa dos complexos de inclusdo analisados.

3.6.5 Estabilidade e solubilidade aquosa da curcumina e dos complexos HP-CD/Cur

Os ensaios de solubilidade e estabilidade aquosa da curcumina e dos complexos
HP-CD/Cur foram adaptados a partir dos trabalhos de Gerola et al. (2015) e Luo et al. (2017),

respectivamente.
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Na determinagdo da solubilidade, as amostras (5 mg) foram dispersas em 500 pL
de dgua destilada sob agitagdo magnética (25 °C — 300 rpm) por 10 min. As solugdes saturadas
formadas foram centrifugadas (1200 rpm —15 min) (EBA 21 — Hettich Zentrifugen, Alemanha)
e os sobrenadantes filtrados em membrana de 0,2 pm.

Em seguida, 500 pL de DMSO foram adicionados as solugdes filtradas e, quando
se fez necessario, uma aliquota de 100 pL teve o volume ajustado para 5 mL com DMSO 44
(50% — v/v). Terminada a diluicdo, as amostras foram analisadas no espectrofotometro UV
1800 (Shimadzu, Japao), com absorbancia sendo registrada em 426 nm. A [CUR] foi
determinada a partir de curvas de calibragdo, construidas nas mesmas condigdes experimentais
da analise, empregando solugdes de CUR com concentragdes variando de 0,1 a 6,5 pg mL™!

(Equagdes 13 ¢ 14) (n = 3).

[CUR] = % (R =0,9998) (0,120,5 ugmL") (13)
[CUR] = % (R =0,9994) (0,526,5 ugmL") (14)

Onde ABS ¢é absorbancia em 426 nm.

Na avaliacdo da estabilidade, os complexos HP-CD/Cur e CUR foram dissolvidos
em DMSO .4 (5% — v/v) e 4gua destilada, respectivamente, a uma concentracdo teorica de
curcumina de 10 pg mL™! a 25 °C. A CUR foi dissolvida em DMSO ,q devido a sua baixa
solubilidade em agua. As solucdes formadas foram analisadas em espectrofotometro UV 1800
(Shimadzu, Japao), com absorbancia registrada em 426 nm, em intervalos de tempo
predefinidos (15, 30 e 60 min; 24 h). O teor de CUR remanescente (CR) nos sistemas foi

calculado utilizando a Equagado 15 (n = 3).

[ ABS(b)
CR (%)=[ (to)] x 100 (15)

Onde ABS (t) ¢ a absorbancia no intervalo t e ABS (to) é a absorbancia inicial registradas em 426 nm.

3.6.6 Analise termogravimétrica (TGA)

Termogramas de TGA para CUR, HP-B-CD e os complexos HP-CD/Cur foram
obtidos no TGA Q50 (TA Instruments, EUA) sob atmosfera inerte de nitrogénio (N2) com vazao

de 60 mL min'. A temperatura variou de 25 a 800 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min".
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3.6.7 FT—IR

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho de CUR, HP-B-CD e os
complexos HP-CD/Cur foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrometro IRTracer-100 na

faixa de 400 a 4000 cm™! (Shimadzu, Japdo).

3.6.8 RMN

Os espectros de RMN foram obtidos a 70 °C no espectrometro Advance DRX500
(Bruker, Alemanha) com sonda de 5 mm. Os complexos de inclusio HP-CD/Cur ¢ HP-B-CD
foram analisados em D,0 a 70 °C usando DSS como padrao interno (0,00 ppm). Em DMSO-ds
a 25 °C, os sinais das amostras foram calibrados usando o solvente como referéncia (2,50 ppm).

Os espectros de RMN 'H foram obtidos com 256 varreduras e uma janela espectral
de 20 ppm. O espectro de carbono (RMN *C) e o de realce sem distorgdo por transferéncia de
populagdo no angulo de pulso de 135° (DEPT 135) foram obtidos com 1024 varreduras, em um
ciclo de 16 repeticdes e com janela espectral de 230 ppm. O espectro de correlagdo
heteronuclear de coeréncia quantica simples (HSQC 'H-!*C) foi obtido com 64 varreduras e
janela espectral de 110 ppm (carbono) e 11 ppm (préton). Os pontos de dados nos eixos de
frequéncia F2 e F1 foram 4096 e 512, respectivamente. O espectro de espectroscopia de
correlagio (COSY 'H-'H) e os de efeito nuclear overhauser (NOESY 'H-'H) foram obtidos
com 16 varreduras e janela espectral de 11 ppm (proton). Os pontos de dados nos eixos de

frequéncia F2 e F1 foram 4096 e 2048, respectivamente.

3.6.9 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O diametro hidrodinamico, o indice de polidispersdao (IPD) e o potencial Zeta dos
complexos HP-CD/Cur, mistura fisica (CUR + HP-B-CD) e HP-B-CD foram medidos por DLS
usando o ZS 3600 Nano Zetasizer a 25 °C (Malvern®, Reino unido). As amostras foram
dispersas em 4dgua destilada (1 mg mL™!), com as medidas realizadas no comprimento de onda
fixo de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°. Na estabilidade do estoque, estas foram
armazenadas a 5 °C e analisadas nos intervalos de 1, 5, 10, 20 e 30 dias (SERRI et al., 2017).
Durante esse periodo, o diametro hidrodindmico, o IPD e o potencial Zeta foram verificados.
Além disso, a variagdo da absor¢do em 426 nm foi monitorada no espectrofotometro UV 1800

(Shimadzu, Japao). O teor de CUR remanescente foi calculado através da Equacao 15 (n = 3).
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3.6.10 Microscopia de forca atomica (MFA)

A morfologia de HP-B-CD e do complexo HP-CD/Curio foi avaliada por MFA no
microscopio MFP-3D-Bio (Asylum, Reino Unido). As imagens foram registradas no modo de
contato intermitente, utilizando microvigas em balanco EFM-50 com uma constante de mola
nominal de 2,8 N m™! e uma frequéncia de ressonancia de 75 kHz. As dispersdes das amostras
(1 mg mL ) foram diluidas na propor¢io volumétrica de 1:500. Em seguida, aliquotas (10 pL)

foram depositas sobre uma superficie de mica, sendo secas durante a noite antes da analise.

3.6.11 Ensaios bioquimicos e biologicos do complexo HP-CD/Curi e dos seus precursores

3.6.12 Cultura bacteriana

As cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300
(S. aureus resistente a meticilina — MRSA), Escherichia coli ATCC 25922 e E. coli ATCC
35218 (resistente a ampicilina) foram cultivadas rotineiramente a 35 = 2 °C em condicdes
aerobicas em agar Mueller-Hinton. As coldnias bacterianas puras foram inoculadas em solugao
salina estéril (0,85%) até atingir uma absorbancia entre 0,08 a 0,13 em 625 nm no
espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu, Japao), correspondente a 0,5 na escala de McFarland
(1 —2x10® unidades formadoras de colonia (UFC) mL ™). A partir dessa suspensdo, o indculo
foi preparado em caldo Mueller-Hinton, em uma concentragio bacteriana de 5x10° UFC mL ™,

para os testes descritos a seguir (CLSI, 2020).

3.6.13 Atividade antibacteriana, in vitro

O potencial antibacteriano de HP-B-CD e HP-CD/Curio foi avaliado pela
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), através de microdiluicao em caldo,
com as concentracdes variando entre 24 e 0,19 mg mL ™! para HP-B-CD; as concentragdes de
HP-CD/Curio foram expressas em termos da quantidade de CUR incluida na formulagao,
variando entre 2,64 e 0,02 mg mL'. O teste foi realizado em placas de 96 pogos, incubadas por
24 h a 35 £ 2 °C sob condigdes aerdbicas. Os resultados foram interpretados visualmente, a
CIM foi considerada como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano

(CLSI, 2020).
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O potencial antibacteriano da CUR no complexo HP-CD/Curi também foi avaliado
pela determinagdo da inibi¢do percentual do crescimento bacteriano, apos leitura da placa em
leitor de ELISA a OD600 nm (SpectraMax 190, Molecular Devices) (CLSI, 2020).

O efeito antibacteriano exercido pela formulagdo HP-CD/Curio na morfologia da
cepa S. aureus ATCC 43300 foi avaliado no microscépio TT-AFM (AFM Workshop, EUA) no
modo de contato intermitente, empregando pontas de silicio da TED PELLA (TAP300-G10),
com frequéncia de ressonancia de 246,42 kHz. O software Gwyddion 2.63 foi utilizado para
analisar as imagens, bem como para obter medidas de altura e rugosidade média das bactérias
tratadas nas concentragdes sub-CIM (metade da CIM, 0,33 mg mL™' de CUR carregada no
complexo HP-CD/Curio), CIM (0,66 mg mL™! de CUR carregada no complexo HP-CD/Curio)

e bactérias nao tratadas (controle).

3.6.14 Atividade antioxidante, in vitro

A atividade antioxidante de CUR, HP-B-CD e do complexo HP-CD/Curjo foi
avaliada pela captura dos radicais ABTS™ (CELEBIOGLU e UYAR, 2020). O radical ABTS™
foi preparado pela adi¢io de 88 pL de solugio de persulfato de potassio (140 mmol L™!) a 5 mL
de uma solugio de ABTS (7 mmol L"), sob protegdio luminosa e agitagio (25 °C —16 h). O
radical foi diluido em alcool etilico (99%) para atingir uma absorbancia de 0,70 + 0,5 em 734
nm (controle), analisado em espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu, Japdo). As amostras
avaliadas (Tabela 3) foram dispersas em agua destilada, as suspensdes saturadas foram
centrifugadas (12000 rpm — 10 min) e os sobrenadantes coletados.

Por fim, 3 mL da solu¢do de ABTS™ diluida foram adicionados a 30 pL dos
sobrenadantes e, apds 6 min, a absorbancia foi registrada novamente em 734 nm. O percentual

de captura dos radicais ABTS™ foi calculado através da Equacao 16 (n =3).

Captura do ABTS™ :[%‘gsm] x 100 (16)

Onde ABS(0) e ABS(1) s@o as absorbancias em 734 nm para controle e amostras, respectivamente.

Tabela 3 — Amostras testadas na captura dos radicais ABTS".

Amostras Concentragdo (mg mL™)
HP-B-CD 12,6¢3
CUR* 1,32,0,66 e 0,33
HP-CD/Curio 12,6e3

Fonte: elaborado pelo autor.

As concentragdes de curcumina foram determinadas a partir da carga em HP-CD/Curjo, que corresponde a
administragao livre.



52

3.6.15 Cultura celular

A linhagem celular ndo cancerosa 1929 (fibroblasto murino) foi cultivada em meio
DMEM, o qual foi suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina
a 100 U mL! e estreptomicina a 100 ug mL™"). As células foram incubadas a 37 °C em

atmosfera contendo 5% de CO-.

3.6.16 Viabilidade celular, in vitro

A viabilidade celular de L929 em resposta a CUR e HP-CD/Cur; foi avaliada pelo
ensaio MTT. Neste método, o sal amarelo de MTT ¢é convertido em cristais roxos de formazan
por enzimas dependentes de NADPH em células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

Para isso, as células foram semeadas em placas de 96 pogos na concentragio de
1x10° células mL™! e incubadas a 37 °C com 5% de COx por 24 h. Em seguida, as células foram
tratadas com concentracdes seriadas das amostras (Tabela 4) e incubadas novamente por 69 h.
Apos esse intervalo, o meio contendo o tratamento foi removido e substituido por 150 pL de
uma solugdo de MTT (0,5 mg mL ™). As placas retornaram a incubagio (3 h), ao término a
solucdo de MTT foi removida e os cristais de formazan formados foram solubilizados com
adicao de 150 uL de DMSO. A absorbancia foi medida usando um espectrofotdmetro de placas
ELISA (Molecular Devices) a 595 nm. O calculo da concentracdo inibitoéria média (Clso) foi

realizado por regressao ndo linear usando o software GraphPad Prism 8.

Tabela 4 — Intervalo de entrada usado para avaliar a viabilidade celular na linhagem celular 1.929.

Amostras Concentragdes (ug mL™")
CUR 20—0,16
CUR em HP-CD/Curio 55—0,85

Fonte: elaborado pelo autor.

3.6.17 Bioacessibilidade, in vitro

A CUR e o complexo HP-CD/Curio foram analisados usando o modelo de digestao
INFOGEST, que padroniza a preparacdo de fluidos digestivos simulados, proporcdes
suco/alimento e intervalos de digestdo (BRODKORB et al., 2019). A composi¢ao dos sucos
digestivos, enzimas e solugdes de bile ¢ detalhada nas Tabelas 5 e 6. O processo de digestao

sequencial envolveu as seguintes etapas:



53

1. Pré-ingestdao: HP-CD/Curio (100 mg) e CUR (11 mg) foram dispersos em 5 mL de agua

destilada sob agitacdo magnética e protecdo luminosa por 12 h.

2. Fase salivar: (pH 7; 2 min): 5 g das dispersdes foram misturados com 5 mL de fluido salivar

simulado, e uma aliquota de 1,5 mL foi reservada ao final deste periodo.

3. Fase gastrica: (pH 3; 2 h): 8,5 mL de fluido gastrico simulado foram adicionados e uma

aliquota de 2 mL foi reservada ao final deste periodo.

4. Fase intestinal: (pH 7; 2 h): 15 mL do fluido intestinal simulado foram adicionados, com uma

aliquota de 2 mL reservada ao final da digestao.

A digestao simulada in vitro foi conduzida a 37 °C sob agitacdo de 100 rpm. Antes
de determinar a concentragdo de CUR em cada estagio, as aliquotas reservadas e as amostras
da pré-ingestao foram submetidas a centrifugagdo (EBA 21, Hettich Zentrifugen, Alemanha)
(6000 rpm — 15 min). A CUR foi extraida dos sobrenadantes (100 pL) com a adi¢do de DMSO
(900 pL), logo em seguida, as solugdes foram analisadas no espectrofotometro UV 1800
(Shimadzu, Japao), com a absorbancia sendo registrada em 426 nm. A [CUR] foi determinada

a partir da Equacao 10 (n = 3).

Tabela 5 — Composigdo dos fluidos em cada Fase Digestiva (F.D). Fluido salivar simulado (FSS), fluido gastrico
simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS).

Solugdes CaCly(H20), ~ HCI NaOH Volume
F.D f)‘?gfgs estoque 0,3 mol L™ Soé?li?;ilgas lmolL™" 1molL™ (an S) Final
(mL) (uL) (mL) (mL) (mL)
dispersdes 0.5 mL x x
’ 0,475 10
FES (5g) 4 25 (amilase salivar) ’
0,425 mL
8,5 mL (EGO);
’ 1 * 4 1
FGS do FSS 6,8 4,3 0.425 mL 0, 0,746 7
(pepsina)
3,75 mL
15 mL (pancreatina); % %
’ 2
FIS do FGS 6,375 30 1.875 mL 97 30

(solugdo de bile)

Fonte: elaborado pelo autor. * ndo adicionado.

Amilase salivar — atividade de 1384,6 U mg™' (1,08 mg mL™"). Extrato gastrico de coelho (EGC) — atividade de
15 U mg! (160 mg mL™"). Pepsina — atividade de 2500 U mg! (32 mg mL™!). Pancreatina — atividade 200 U
mg ! (4 mg mL™"). Solugdo biliar — atividade 100 mmol g™! (1,60 mg mL™).
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Tabela 6 — Volumes da solugdes estoque de eletrdlitos dos fluidos digestivos para 500 mL diluidos com 4gua ultrapura (1,25xconcentragdes). Fluido salivar simulado (FSS),
fluido géstrico simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS).

FSS (pH 7) FGS (pH 3) FIS (pH7)
Sal [Estoque ] Adicionado a [Sal] Adicionado a [Sal] Adicionado a [Sal]
(mol L™ 500 mL no FSS 500 mL no FGS 500 mL no FIS
(mL) (1,25%) (mmol L) (mL) (1,25%) (mmol LY (mL) (1,25%) (mmol L)
KCl1 0,5 18,875 18,875 8,625 8,625 8,5 8,5
KH,PO4 0,5 4,625 4,625 1,125 1,125 1 1
NaHCO3; 1 8,5 17 15,625 31,25 53,125 106,25
NacCl 2 * * 14,75 59 12 48
MgCl(H20)s 0,15 0,625 0,1875 0,5 0,15 1,375 0,4125
(NH4)2COs 0,5 0,075 0,075 0,625 0,625 * *
HCI 6 0,1125 1,375 1,625 19,5 0,875 10,50
CaCly(H,0), 0,3 0,03125 1,875 0,00625 0,1875 0,05 0,75

Fonte: elaborado pelo autor.
Composigoes:

Cloreto de potassio (KCl); di-hidrogenofosfato de potassio (KH,PO4), hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO3), cloreto de sddio (NaCl), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCly(H20)¢), carbonato de diaménio ((NH4)>CO3), HCI e cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,(H>0).).
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3.7 Preparacio dos hidrogéis aditivados com HP-CD/Curio

O complexo HP-CD/Curio foi incorporado na formulagdo GEL-50B, cuja
composi¢ao ¢ integrada pelos derivados GCOx50 e NSQ-B. Inicialmente, os polimeros foram
preparados como descrito na sessdo 3.5. HP-CD/Cur)o foi dispersado na solu¢do do derivado
GCOx50 nas concentracdes de 4 e 8 mg mL™!, em seguida, as dispersdes formadas foram
adicionadas a solug¢do do derivado NSQ-B, na razao volumétrica de 1:1. Os géis aditivados
foram denominados como GEL-Cur> e GEL-Curs, em fungao do teor final do complexo nas
formulagdes (2 e 4 mg mL ™). A [CUR] foi estimada a partir da carga do ativo em HP-CD/Curo,
sendo para o0 GEL-Cur, e GEL-Curs de 220 e 440 ug mL ™!, respectivamente. Por fim, quando

foi necessario, os materiais foram congelados e liofilizados (Labconco, EUA).

3.7.1 Caracterizacdo dos hidrogéis aditivados GEL-Cur

3.7.2 FT-IR

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho do GEL-Cur; ¢ GEL-Curs

foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrometro Nicolet 6700 na faixa de 400 a 4000 cm™!

(Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.7.3 Forca de gel e tgel

As propriedades mecanicas e o tgel do GEL-Cur; e GEL-Curs foram avaliados

seguindo os procedimentos descritos na sessao 3.5.3.

3.7.4 TGA

Termogramas de TGA para GCOx50, NSQ-B, GEL-50B, GEL-Cur; ¢ GEL-Curs
foram obtidos no Tarsus TG 209 F3 (Netzsch, Alemanha) sob atmosfera inerte de N> com vazao

de 50 mL min'. A temperatura variou de 25 a 700 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min".
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3.7.5 Injetabilidade

A injetabilidade da formulagdo GEL-Curs foi verificada sob os parametros de
“seringabilidade” e reoldgico.

Na reologia, foi observado o comportamento da viscosidade do hidrogel aditivado
com a variacao da taxa de cisalhamento (NIE et al., 2023). A analise foi realizada no redmetro
AR-550 (TA instruments, EUA), utilizando uma geometria cone placa de 40 mm de diametro,
operando a uma taxa de cisalhamento de 0,1 a 100 s ! a 37 °C.

Na seringabilidade, a formulagdo foi injetada através de uma seringa de 1 mL, com
canula de 26 gauge (G) (13 mm x 0,45 mm) (DE LIMA et al., 2020). No ensaio, as solugdes
precursoras do material foram depositadas e homogeneizadas dentro do dispositivo, o qual
estava montado com capuz protetor para coibir vazamentos. Apdés 1 min, o hidrogel foi

extrudado em placa de Petri e fotografado.

3.7.6 Autocura e adesividade

A capacidade de autocura da formula¢do GEL-Cury foi verificada sob os pardmetros
macroscopico e reologico (WANG et al., 2024). No teste macroscopico, amostras do GEL-50B
e GEL-Curs, preparadas em moldes circulares de 3 mm de espessura e 18 mm de diametro,
foram cortadas em dois pedacos simétricos. O hidrogel sem o complexo HP-CD/Curjo foi
selecionado para diferenciacdo visual. Os discos do GEL-50B e GEL-Cur4 foram postos em
contato através da fissura por 30 min. Em seguida, o gel curado foi erguido e fotografado
observar a sua autossustentagao.

Na reologia, realizou-se uma varredura de amplitude de tensao (0,1 a 100%) com a
frequéncia e temperatura fixas em 1 Hz e 37 °C, para identificar a regido que ocorre a
deformacao do GEL-Curs— situacdo que a magnitude de G > G’. Em seguida, a capacidade
de autorregeneragdo foi investigada alternando a amplitude de tensdo, cujo valores aplicados
foram de 1 e 80%. Cada condicdo foi executada durante o intervalo de 115 s, sob frequéncia e
temperatura mencionadas.

A adesividade do GEL-Curs foi testada diretamente sobre o dedo humano
(CANAFISTULA et al., 2025). Uma amostra da formulagio (area de 0,95 cm?) recém
preparada foi depositada sobre o dedo sem uso de adesivos externos. Posteriormente, o dedo

foi flexionado em diferentes posic¢des, e fotografado para avaliagdo da performance.
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3.7.7 MEV

A morfologia do GEL-Curs e do GEL-50B foi examinada por MEV utilizando o
microscopio eletronico Gemini I FE-SEM (Zeiss Merlim, Alemanha) com o feixe de elétrons
operando a 1 kV. A preparagdo partiu do congelamento das matrizes liofilizadas em nitrogénio
liquido para posterior corte com lamina metalica. Os hidrogéis foram revestidos com uma fina
camada de ouro para evitar o sobrecarregamento. O didmetro dos poros e das particulas do
complexo HP-CD/Curio foi medido através do software Image J, usando micrografias nas
magnifica¢des de 200 e 5000x, respectivamente. O tamanho médio foi estimado a partir do

ajuste da funcdo gaussiana nos histogramas de distribuicdo normal.

3.7.8 Liberacdo da curcumina, in vitro

A liberagdo de CUR pelo GEL-Cur; foi realizada com adaptagcdo da metodologia
reportada por Oliveira ef al. (2021). Os ensaios foram performados em meios com valores de
pH entre 1,2 e 7,4 — cuja composi¢do esta contida na Tabela 7. Inicialmente, amostras da
formulagdo GEL-Cury (0,5 mL) foram introduzidas em frascos selavéis contendo 15 mL dos
meios mencionados, mantidos a 120 rpm e 37 °C por um periodo de 3 dias. Para quantificacao
da CUR liberada, aliquotas foram analisadas periodicamente no espectrofotometro UV 26001
(Shimadzu, Japao), com a absorbancia sendo registrada em 426 nm. A [CUR] foi determinada
a partir de curvas de calibra¢do, construidas nas mesmas condigdes experimentais das analises,
empregando solucdes de CUR contendo concentragdes entre 1 a9 pg mL ™! (Equagdes 17 a 19).
O percentual de CUR liberada, a cada intervalo de tempo, foi calculado em termos de massa

através da Equagdo 20 (n = 3).

[CUR] = % (R% = 0,9980) (129 pugmL", pH 1,2) (17)
[CUR] = W (R? = 0,9990) (129 pgmL", pH 5,5) (18)
[CUR] = % (R% = 0,9980) (1a9 pugmL", pH 7,4) (19)
Onde ABS ¢ absorbancia em 426 nm (n = 3).

CUR liberada (%):[Z_ﬂ x 100 (20)

Onde M, ¢ a quantidade de CUR liberada no intervalo t € My € a quantidade inicial de CUR no GEL-Cury.
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Tabela 7 — Composicdo dos meios com pH fisioldgicos simulados.
Simulagdo fisiologica Composigao pH

NaCl (2g) + HC1 36,5% (7 mL) + tween® 80

Administragdo oral (10, 64 g) em 1 L de agua ultrapura. 1,2
L KH,PO4 (6,80 g) + NaOH (80 mg) + tween® 80

Cicatrizagdo (10, 64 g) em 1 L de agua ultrapura. 35

Administragdo oral KH,PO4 (6,80 g) + NaOH (1,6 g) + tween® 80 74

e cicatrizagdo (10,64 g) em 1 L de 4gua ultrapura
Fonte: elaborado pelo autor.

O transporte de CUR através do GEL-Curs foi estudado pelo ajuste dos dados
cinéticos nos modelos de lei de poténcias, pseudo—primeira ¢ pseudo—segunda ordem
(GEROLA et al., 2015). Adicionalmente, os mecanismos de difusdo experimentados foram
ratificados por MEV — para isso, novas amostras do hidrogel aditivado foram submetidas aos
eventos de liberacdo (pH 1,2 e 7,4) até a chegada do equilibrio quimico (24 h). Em seguida,
estas foram congeladas e liofilizadas (Labogene Scanvac CoolSafe, Dinamarca). A avaliagdo
da morfologia do GEL-Curs ap6s o tratamento com os meios da Tabela 7 seguiu os

procedimentos detalhados no topico 3.7.7.

3.7.9 Ensaios bioquimicos e bioldgicos do GEL-50B, GEL-Curye precursores

3.7.10 Atividade antioxidante, in vitro

A atividade antioxidante do GEL-50B e GEL-Curs foi avaliada pela captura do
radical ABTS™ (FENG et al., 2025). O preparo do radical seguiu os procedimentos detalhados
no topico 3.6.14. GEL-50B e GEL-Cur4 (2 mL), bem como 1 mL das solugdes de seus polimeros
precursores (20 mg mL "), foram postos em contato com 3 e 1,5 mL do radical ABTS™ diluido,
respectivamente. Os sistemas foram mantidos sob temperatura ambiente e prote¢ao luminosa
por um periodo de 6 min e, logo apo6s, a absorbancia foi registrada em 734 nm no
espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu, Japao). O percentual de captura dos radicais ABTS™

foi calculado através da Equacao 21 (n = 3).

Captura do ABTS'*z[%_SSS(D]me 21)

Onde ABS(0) e ABS(1) sdo as absorbancias em 734 nm para o controle (radical diluido, 0,70 + 0,5) e amostras,
respectivamente. No percentual atingido pelos polimeros precursores, considerou-se a dilui¢do promovida pela
adigdo das solugdes, ou seja, ABS(1) foi multiplicada por 1,67.
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3.7.11 Bioacessibilidade, in vitro

Similarmente, o GEL-Curs foi analisado usando o modelo de digestao INFOGEST
(BRODKORB et al., 2019). A composi¢ao dos sucos digestivos, enzimas e solugdes de bile ¢

detalhada nas Tabelas 6 e 8. O processo de digestdo sequencial envolveu as seguintes etapas:

1. Pré-ingestao: GEL-Cur4 (3 g) foi depositado em tubo Falcon e agitado em vortex (1 min)

para simular a mastiga¢ao da formulagao.

2. Fase salivar: (pH 7; 2 min): ao tubo Falcon foram adicionados 10 mL de fluido salivar

simulado, e uma aliquota de 2 mL foi reservada ao final deste periodo.

3. Fase géstrica: (pH 3; 2 h): 10 mL de fluido gastrico simulado foram adicionados e uma

aliquota de 2 mL foi reservada ao final deste periodo.

4. Fase intestinal: (pH 7; 2 h): 10 mL do fluido intestinal simulado foram adicionados, com uma

aliquota de 2 mL reservada ao final da digestao.

A digestao simulada in vitro foi conduzida a 37 °C sob agitacdo de 100 rpm. Antes
de determinar a concentragdo de CUR em cada estagio, as aliquotas reservadas foram filtradas
em membrana de 0,2 um. A CUR foi extraida dos filtrados (100 pL) com a adigdo de DMSO
(900 puL), logo em seguida, as solu¢des foram analisadas no espectrofotometro UV 1800
(Shimadzu, Japdo), com a absorbancia sendo registrada em 426 nm. A [CUR] foi determinada

a partir da Equacao 10 (n = 3).

Tabela 8 — Composigdo dos fluidos em cada Fase Digestiva (F.D). Fluido salivar simulado (FSS), fluido gastrico
simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS).

Solugdes CaCly(H20), ~ HCI NaOH Volume
F.D ’;rl“;itlrj estoque 0,3 mol L! SO:}‘;?;ZS‘?‘S ImolL™" 1molL™ (Hng) Final
(mL) (uL) (mL) (mL) (mL)
ppg  OBL-Cun g 50 * * * 1950 10
(3 g
0,5 mL
8 mL (EGC); *
FGS do FSS 8 5 0.5 mL 0,835 0,16 18
(pepsina)
el 2,5mL
m (pancreatina); " "
FIS do FGS 4,25 20 1.25 mL 1,98 26

(solugdo de bile)

Fonte: elaborado pelo autor. *ndo adicionado
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3.7.12 Cultura bacteriana

As cepas bacterianas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, S. aureus ATCC 29213
e S. aureus ATCC 43300 (S. aureus — MRSA) foram cultivadas rotineiramente a 35 + 2 °C em
condi¢cdes aerobicas em agar Mueller-Hinton. As coldnias bacterianas puras foram inoculadas
em solugdo salina estéril (0,85%) até atingir uma absorbancia entre 0,08 a 0,13 em 625 nm no
espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu, Japao), correspondente a 0,5 na escala de McFarland
(1 —2x10% UFC mL™"). A partir dessa suspensdo, um indculo bacteriano foi preparado em caldo

Mueller-Hinton, com uma concentra¢do de 5x10° UFC mL™!, para os testes descritos a seguir

(CLSL, 2025).

3.7.13 Concentragdo inibitoria minima (CIM) dos polimeros precursores e HP-CD/Cur

A atividade antibacteriana dos precursores dos hidrogéis foi avaliada seguindo as
recomendacdes do documento M100 do CLSI (2025). NSQ-B e GCOx50 foram testados contra
todas as cepas descritas na Sessdo 3.7.11, como HP-CD/Curio ja havia sido testado frente as
espécies S. aureus (Sessao 3.6.13), aqui o complexo foi estudado contra a K. pneumoniae.

A determinagdo da CIM foi realizada por meio de microdilui¢do em caldo,
utilizando placa de 96 pogos. A partir do indculo bacteriano previamente preparado, os
precursores foram submetidos a uma dilui¢do seriada de razdo dois, com concentragdes
variando de 1x10° a 7,81 pg ml™'. Como controles do ensaio, avaliou-se o controle de
esterilidade da amostra, do meio de cultura e do controle negativo (sem tratamento),
correspondente ao controle de crescimento das bactérias utilizadas. A CIM foi definida como a
menor concentracdo dos compostos capazes de inibir o crescimento bacteriano visivel,

comparando-os com os grupos controles (n = 3).

3.7.14 Teste de contato e contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)

Atividade antibacteriana das formula¢cdes GEL-50B e GEL-Cur; foi verificada por
ensaio de contato direto (LI ef al., 2020). Para isso, os géis foram postos em contato com 1 mL
do inoculo bacteriano e, em seguida, as preparagdes foram incubadas em estufa bacteriologica
a uma temperatura de 35 + 2 °C em condi¢des aerdbias (24 h). Um grupo sem passar por

qualquer tratamento foi incubado nas mesmas condigdes (controle negativo).
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Ap6s o periodo de incubagdo, o conteudo dos meios de cultura foi diluido em caldo
Mueller-Hinton, sendo inoculado em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton. As placas
foram incubadas por 24 h nas mesmas condig¢des ja mencionadas e, transcorrido esse tempo, a
contagem das UFC foi realizada. A atividade inibitoria dos géis foi calculada pela perda da

viabilidade bacteriana em relacdo ao controle, considerando a Equacdo 22 (n = 3).

UFC (controle)-UFC (amostra)
UFC (Controle)

Viabilidade bacteriana (%) :[ x 100 (22)

onde UFC (controle) e UFC (amostra) representam as unidades formadoras de colonias do controle e das amostras,
respectivamente.

O efeito antibacteriano dos hidrogéis na morfologia da cepa K. pneumoniae ATCC
13883 foi avaliado por MFA, no microscopio TT-AFM (AFM Workshop, EUA), em modo de
contato intermitente. As micrografias foram obtidas na resolugdo de 512x512 pixels, usando
sondas de silicio TAP300-G (Ted Pella, EUA), com frequéncia de ressonancia de 263,24 kHz.
As imagens foram examinadas e tratadas no programa Gwyddion 2.63. Os valores de altura e

rugosidade média quadratica foram obtidos analisando multiplas areas de 0,59%0,59 um.

3.7.15 Cultura celular

A linhagem celular ndo cancerosa 1.929 (fibroblasto murino) foi cultivada em meio
DMEM, o qual foi suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina
a 100 U mL™! e estreptomicina a 100 pg mL™"). As células foram incubadas a 37 °C em

atmosfera contendo 5% de CO..

3.7.16 Preparo das amostras

A viabilidade celular dos géis foi testada utilizando extratos das amostras GEL-50B
e GEL-Curs, preparados em meio de cultura. Os extratos foram elaborados segundo o
procedimento preconizado na ISO 10993-5 de 2009 e na ISO 10993-12 de 2012 para avalia¢do
bioldgica de dispositivos médicos.

Um dia antes de serem postos em contato com as células, os hidrogéis foram
seccionados de modo a obter-se pequenos pedagos com area de aproximadamente 1 cm?, sendo
expostos a luz ultravioleta por 30 min para esterilizacdo. Esterilizados, os hidrogéis seccionados
foram transferidos para uma placa de 24 pogos, e receberam 1 mL de meio DMEM

suplementado. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h para extracao.
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3.7.17 Viabilidade celular, in vitro

A viabilidade celular de L929 em resposta ao extratos foi avaliada pelo ensaio MTT.
Neste método, o sal amarelo de MTT ¢ convertido em cristais roxos de formazan por enzimas
dependentes de NADPH em células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

Para isso, as células foram semeadas em placa de 96 pocos na concentragdo de
1x10° células mL™! e incubadas a 37 °C com 5% de COz por 24 h. Em seguida, o meio de
cultura foi removido e substituido por 200 puL dos extratos dos hidrogéis ou pela solugdo dos
precursores nas concentragdes descritas. Em seguida, a placa foi incubada novamente (69 h).

Apbs o periodo de incubagdo, os extratos, ou a solucdo dos precursores, foram
removido e 150 uL de uma solugido de MTT (0,5 mg mL ) foram adicionados a placa, incubada
por mais 3 h. Por fim, o MTT foi removido e 150 pL. de DMSO foram adicionados para
solubilizacdo dos cristais de formazan. Apds solubilizacdo dos cristais, a absorbancia foi

medida a 595 nm, em um espectrofotometro de placas ELISA (Molecular Devices) (n = 3).

3.7.18 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas nuliparas, pesando entre 25 e 35 g,
com idade entre 6 a 8 semanas. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comissao
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceara (UECE)
(NUP:02109451/2023), de acordo com a diretriz Resolugao Normativa CONCEA/MCTI n® 73.
Os ensaios de toxicidade dérmica foram realizados conforme a diretriz n°® 402 (2017) — OECD

(Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico).

3.7.19 Toxicidade dérmica aguda do GEL-Cury

Inicialmente, foi realizado tricotomia da regido dorsal dos camundongos 24 h antes
da aplicagdo do GEL-Curs ou NaCl (0,9%) com curativo (n = 3/grupo). A exposi¢ao em contato
ocorreu por 24 h. Por fim, o curativo foi removido e os pardmetros seguintes foram avaliados.

Na avaliagdo da atividade locomotora e dos padrdes de ansiedade dos animais foi
utilizado o teste comportamental de campo aberto para observacao do numero de cruzamentos
com as quatro patas (movimentagdo espontanea) e nimero de comportamentos de autolimpeza
(grooming), registrados durante um intervalo de 5 min, ap6s 1 min de habituacdo (ARCHER,

1973; MONTGOMERY, 1955).
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As alteragdes no peso corporal, sinais de irritagcdo da pele (escala de Draize) e sinais
de sofrimento animal (escala de Grimace) foram monitorados por 14 dias. Pela escala de Draize
foram avaliados os parametros irritagao dérmica, vermelhiddo (eritema) e o inchaco (edema),
atribuindo escores de 0 a 4 — sendo auséncia (0); leve (1); bem definido (2); moderado a intenso
(3) e severo (4). Pela escala de Grimace foram avaliadas expressoes faciais observando-se as
alterag¢des dos indicadores: estreitamento orbital (olhos semicerrados), protrusao ou tensio na
regido do focinho, achatamento das bochechas, posi¢ao das orelhas (retraidas ou para tras) e
movimentagdo das vibrissas (bigodes). Cada um desses indicadores recebe uma pontuagao de
0 a2, que representam 0 (auséncia); 1 (moderada) e 2 (evidente).

Ao final das avaliag¢des, foram retiradas amostras de sangue para contagem total e
diferencial de leucoécitos; dosagem de marcadores séricos de fungdo hepdtica (transaminase
glutdmico oxalacética e transaminase glutamico piravica — TGO/TGP) e renal (creatinina)

(OECD, 2017).

3.7.20 Inducdo de feridas cutineas excisionais

Os animais foram sedoanalgesiados por via intraperitoneal (i.p.) utilizando
cetamina (100 mg kg™!) e xilazina (2 mg kg!). Em seguida, foi realizada a tricotomia e
antissepsia com clorexidina aquosa a 2%, na regido dorsal. Foram induzidas duas feridas
excisionais utilizando um demarcador tipo punch estéril com 7 mm de didmetro para a remogao

da epiderme, derme e hipoderme (PEREIRA ef al., 2016).

3.7.21 Tratamento com o0 GEL-Cury

Os animais receberam tratamento topico diario (1 vez ao dia) com NaCl a 0,9%
estéril (controle — salina) ou com GEL-Curs durante 7 dias. Os animais foram eutanasiados
entre 0 2° e 7° dia pos-tratamento para avaliacdo da area e calculo do indice de cicatrizagao;
sinais clinicos (edema, hiperemia, exsudato, destacamento de crosta e formacdo de tecido
cicatricial); quantificacdo da permeabilidade vascular e de marcadores de estresse oxidativo

(glutationa reduzida — GSH, malondialdeido — MDA e atividade da mieloperoxidase — MPO).



64

3.7.22 Indice de cicatriza¢do

As feridas foram fotografadas utilizando uma camera Canon EOS Rabel T100,
configurada no modo basico (sem flash e sem zoom) para mensuracao da area por meio do
software ImageJ. Durante a captura das imagens, a cadmera foi posicionada em uma mesa
estativa, a uma distancia de 20 centimetros das feridas, sendo o indice de cicatrizagao calculado

utilizando a Equagao 23.

area (inicial)—area (final)

fndice de cicatrizacio (%) =[ x 100 23)

area (inicial)

onde area (inicial) e area (final) representam a area inicial e final (no intervalo de interesse) das feridas,
respectivamente.

3.7.23 Sinais clinicos

Os sinais clinicos (edema, hiperemia, exsudato, destacamento de crosta, formagao
de tecido cicatricial e hipernocicepg¢ao) foram avaliados macroscopicamente ao longo do curso
temporal de cicatrizagdo de forma semi-quantitativa, observando-se a presenca de edema e
hiperemia, pelos escores: (0): auséncia; (1): leve; (2): moderado e (3): intenso. O exsudato foi
avaliado pela auséncia/presenga e pela aparéncia, cor e consisténcia: (0) seroso, (1) sero-
sanguinolento, (2) sanguinolento (3) purulento. O destacamento de crosta e a formagdo de
tecido cicatricial foram avaliados pela auséncia ou presenca (PEREIRA ef al., 2016).

A hipernocicepgao foi avaliada por meio da sensibilidade tecidual em resposta a um
estimulo mecanico utilizando analgesimetro digital, composto por um transdutor de pressao
conectado a um quantificador digital de forca expressa em gramas (g). A aplicag¢do do transdutor
de pressao nas bordas da ferida foi realizada até que o animal apresentasse reacdo adversa ao
estimulo (contor¢des, movimento de retirada ou ataque ao filamento). A média de seis medigdes
foi considerada uma unidade amostral de cada animal. Esse procedimento foi repetido nos

tempos de 30 min, 1 h, 6 h, 12 h, 1°, 2°, 5° e 7° dia pos-tratamento (PEREIRA et al., 2016).

3.7.24 Permeabilidade vascular

A avaliagdo das alteracdes de permeabilidade vascular foi realizada de forma
indireta pela dosagem de proteinas totais presentes nas feridas por espectrofotometria. Para
tanto, as feridas foram homogeneizadas em microtubos de 2 mL (Eppendorf®), com solugao

de cloreto de potéssio (1,15% — m/v) na proporcao 1:5 (peso/volume).
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Em seguida, a 5 mL do reagente proteico (0,01% Comassie Brilliant Blue G250,
4,7% etanol e 8,5% dacido fosforico) foram adicionados 100 pL. de homogenato da ferida. A
leitura das amostras foi realizada em duplicata no comprimento de onda de 595 nm. O teor de
proteinas totais foi determinado a partir de uma curva de calibragdo, construida nas mesmas
condi¢des experimentais, utilizando concentragdes graduais de albumina sérica bovina.

A dosagem de nitrato/nitrito (NO) do tecido foi detectada por espectrofotometria
pelo método de Griess. Em condigdes acidas o nitrito reage com a sulfanilamida formando um
composto intermediario, o sal diazonico. Em seguida, o sal diazénico reage com o N-naftil-
etilenodiamina (NEED) formando um produto estavel cuja absorbancia ¢ registrada em 540 nm
O teor de NO foi determinado a partir de uma curva de calibragdo, construida nas mesmas

condi¢des experimentais, utilizando concentracdes graduais de nitrito de sddio (NaNO>).

(GREEN et al., 1982).

3.7.25 Marcadores do estresse oxidativo

As feridas foram dissecadas e homogeneizadas em tampao PBS para quantificagao
dos marcadores MDA e GSH. Para a avaliacdo da atividade da MPO as feridas foram
homogeneizadas em tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB).

Determinou-se a produg¢do de substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), com o objetivo de quantificar o MDA, produto final da peroxidacdo lipidica de
membranas. No 2° e 7° dias pos-tratamento, apés homogeneizagdo, as amostras (n=6/grupo)
foram centrifugadas (4500xg / 15 min a 4 °C) e o sobrenadante obtido (63 pL) foi adicionado a
100 pL de acido perclorico (35%). Apos nova centrifugacao (5000xg / 10 min a 4 °C), 150 pL
do sobrenadante foram adicionados a 50 pL de 4cido tiobarbittrico (1,2%), aquecidos a 95 °C
por 30 min e feita a leitura da absorbancia a 535 nm em um leitor de placas. Os resultados foram
expressos como pumol L'MDA/mg de tecido (CIGHETTI ef al.,1999).

Para a determinacdo da GSH, as amostras homogeneizadas (n=6/grupo) foram
adicionadas com 52 pL de 4gua destilada e 13 pL de éacido tricloroacético (50%), agitados e
centrifugados (5000 rpm /15 min a 4°C). Em seguida, foi adicionado 131 pL do tampao Tris-
HCI (0,4 mol L', pH 8,9) e 3 pL do 4cido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico) (0,01 mol L)
imediatamente antes da leitura, a 412nm feita entre 5 min de reagdo. A concentragao de GSH

foi expressa em nanograma (ng) de GSH/g (SEDLAK e LINDSAY, 1968).
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A verificagdo da atividade da MPO foi baseada na velocidade de oxidagdo do
substrato O-dianisidina na presenca de peréxido de hidrogénio (H20:), convertendo-o em
composto de cor marrom. Apdés homogeneizagao com HTAB, as amostras foram adicionados
200 pL da solucdo de leitura (O-dianisidina (5 mg); 15 uL H202 (1%); 3 mL de tampao PBS;
27 mL de agua). A absorbancia foi registrada a 450 nm nos intervalos de 0, 1 ¢ 3 min. Os
resultados foram expressos como atividade de MPO/mL por pg/g de tecido (BRADLEY;
CHRISTENSEN e ROTHSTEIN, 1982).

3.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). A avaliagdo
estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia (ANOVA) unidirecional seguida do
teste de Tukey com o software OriginPro 2022, exceto para os ensaios nos topicos de agao
antibacteriana, analisados utilizando o software GraphPad Prism 8. Além de ANOVA, a
avaliagdo estatistica nos topicos da cicatrizacdo, incluiu o teste T de Student ou procedimento
de intensificagdo linear de dois estagios de Benjamini krieger e Yekutieli. Os dados analisados
de forma semi-quantitativa foram expressos como mediana (minimo, maximo) e analisados
pelo teste de Mann-Whitney, ou expressos sob a forma de porcentagem e analisado pelo teste

binomial. As analises dos topicos de cicatrizacao foram feitas no software GraphPad Prism 8.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Isolamento e titulacio potenciométrica de GC

A goma obtida a partir do exsudato do cajueiro foi isolada como um p6 fino de
coloragdo branca, caracteristica desse polissacarideo purificado (Figura 11). O rendimento
médio do processo de isolamento foi de 73,6 + 1,4% (m/m). O resultado obtido aproxima-se do
reportado por Rodrigues, de Paula e Costa (1993), de 78%. O procedimento abordado pelas

autoras se baseou no método Rinaudo-Milas, similar ao adotado no presente trabalho.

ura 11 — Exsudato e goma do cajueiro

Exsudato GC

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 12 apresenta a curva de titulacdo potenciométrica de GC, com a
respectiva curva derivada. Curiosamente, dois pontos de inflexdo puderam ser registrados,
sugerindo a presenca de dois acido fracos — cujo pKa; e pKa sdo respectivamente 3,94 e 4,20.

Para a GC isolada no Ceard e no Piaui, somente PB-D-acido glucuronico foi
identificado como unidade acida (ARAUIJO et al., 2012; DE PAULA et al., 1998). No entanto,
casos de duas unidades 4cidas foram registrados na India e Nova Guiné, sendo estas p-D-acido
glucurdnico e 4-O-metil-B-D-acido glucurénico (ANDRESON et al., 1974).

Mesmo sem observacao prévia nos isolados brasileiros, cogita-se a titulacdo das
duas unidades 4cidas citadas nas amostras de GC. Esta hipotese € respaldada pela proximidade
dos valores de pKa, indicando que os grupos acidos tém estrutura quimica similares, o que ¢
compartilhado entre o dcido glucurdnico e o seu derivado naturalmente metoxilado. O teor total
de 4cidos em GC foi calculado em 8,1 £ 0,5 %, ligeiramente superior aos percentuais indicados

por Andreson et al. (1974) — 5,7 € 6,2%.



Figura 12 — Curva de titulacdo potenciométrica (A) e curva derivada (B) representativas da GC.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 Oxidacao de GC com NalO4
4.2.1 FT—IR

Posterior ao isolamento, a goma do cajueiro foi submetida a oxidagdo com ion
periodato, para introdu¢@o de grupos aldeidicos. Objetivando confirmar a composi¢ao funcional
do polissacarideo e a presenca de novos grupos nos derivados foram obtidos os espectros na
regido do infravermelho para GC e espécies GCOx (Figura 13).

No espectro de GC, as bandas em 3406 e 2932 cm ™! sdo atribuidas aos estiramentos
das ligagdes O-H e C-H, respectivamente. A banda em 1643 cm' ¢ gerada a partir de duas
vibragdes, deformacgao das ligagdes H-O-H (moléculas de agua) e estiramento assimétrico do
ion carboxilato (sais de ac. glucurdnico) — o estiramento simétrico desse ion pode ser observado
em 1428 cm™!. As bandas na faixa entre 1156—883 cm™! sdo atribuidas aos estiramentos das
ligacdes C-O, C-O-C e C-C do anel de piranosidico (RIBEIRO et al., 2021).

Nos espectros de GCOx30 e GCOx50, a modificacdo quimica fica evidenciada pelo

surgimento de uma nova absor¢io em 1730 cm’!

, cuja intensidade e definicdo sdo
moderadamente real¢adas no derivado oxidado em maior proporgdo. Esta ¢ atribuida ao

estiramento da ligagdo C=0, referente aos grupos aldeidicos introduzidos (YE et al., 2026).
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Figura 13 — Espectros de FT—IR para GC e derivados GCOx com expansio na regido entre 1800—1600 cm ™.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.2 RMN

A Figura 14 apresenta os espectros de RMN de protons para GC e derivados GCOX.
Além de prover evidéncias da modificagdo de GC, estes auxiliam a identificar subestruturas
geradas durante o processo de oxidagao.

No espectro de GC, os sinais entre 6 4,43 —4,95 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios
metinicos ligados aos carbonos anoméricos das unidades monossacaridicas que compdem a
goma, sendo para B-D-galactose (1 — 3) 8 4,43 e 4,69 ppm; B-D-4c. glucurdnico, & 4,50 ppm;
a-L-rhamnose, d 4,80 ppm e a-D-glucose, 6 4,95 ppm. Nao foi possivel reconhecer o sinal
relativo a B-D-galactose (1 — 6), o qual deveria aparecer em 6 4,39 ppm (NETO et al., 2011).
Por ter o deslocamento quimico préximo de DOH (6 4,26 ppm), hé a possibilidade deste ultimo
ter sido suprimido em conjunto ao solvente.

Nos espectros de GCOx30 e GCOx50 a modificagdo quimica ¢ evidenciada pelo
surgimento de novos sinais entre 6 8,22 — 9,71 ppm, atribuidos aos hidrogénios aldeidicos nas
diferentes unidades citadas (GONG et al., 2025). Os sinais entre 6 5,61 — 5,69 ppm também
sdo caracteristicos de polissacarideos oxidados. No entanto, estes indicam de formagdo

hemiacetais obtidos da adi¢do de hidroxilas do polimero a carbonila (SILVA et al., 2020).
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Adicionalmente, uma sugestao mais especifica da oxidacdo da a-L-rhamnose pode
ser observada nos espectros de GCOx30 e GCOx50. Em GC, o sinal em § 1,26 ppm ¢ atribuido
aos hidrogénios metilicos de a-L-rhamnose. Nos espectros dos derivados oxidados, novos

pequenos sinais surgem nessa regiao (6 1,11-1,26 ppm), apontando a modificacdo desse agucar

(MACIEL et al., 2019).

Figura 14 — Espectros de RMN 'H com supressdo de DOH para GC e derivados GCOx obtidos a 70 °C em D,0.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2.3 Titulagdo potenciométrica

O grau de oxidagdo equivale ao teor molar de unidades oxidadas na estrutura do
polissacarideo. O grau de oxidacao experimental (GOg) foi obtido a partir da reacdo entre os
derivados GCOx e NH2OH-HCI] — a qual com a desidratagdo, gera polioxima e libera HCI
(Figura 15A).

O HCI liberado foi utilizado para quantificar o percentual de aldeido, através da
titulagao potenciométrica com uma solugao alcalina padronizada (Figura 16B-C). Os valores
para o grau de oxidacdo tedrico (GOT), GOE e os rendimentos de recuperacdo dos derivados

GCOx estdo contidos na Tabela 9.

Figura 15 — Reagdo entre a unidade monossacaridica oxidada ¢ NH,OH-HCI (A); formagdo de hemiacetais
intrarresidual (B) e interresidual (C).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para os derivados sintetizados, os valores de GOr e GOg foram proximos. A
pequena diferenca pode ser explicada pelos hemiacetais residuais formados durante a oxidagao,
0s quais protegem o carbono carbonilico e dificultam a reagdo com NH>OH-HCIl (Figura 15B)

(PANDEIRADA; BOULOS e NYSTROM, 2025).
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Tabela 9 — Grau de oxidacao teérico (GOr), grau de oxidacdo experimental (GOg), rendimentos de recuperacio
dos derivados GCOx.

. Rendimento

0 [}
Derivado GOr (%) GOk (%) (m/m — %)
GCOx30 30 28,0 £0,2° 91,0 £ 3,0°
GCOx50 50 49,0 £0,1° 80,0 £0,1°

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: letras distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p > 0,05) entre os grupos apos ANOVA
unidirecional e teste de Tukey.

Figura 16 — Curvas de titulagdo potenciométrica representativas da GCOx30 (A) e GCOx50 (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, segundo Amer et al. (2016), os hemiacetais interresiduais também sao
responsaveis por reduzir a efetividade da oxida¢do. Ao gerar um hemiacetal, a hidroxila nao
esta mais disponivel para a acao oxidante do NalO4, impactando no valor de GOk, (Figura 15C).

O rendimento de recuperacdo dos derivados foi menor com o aumento do grau de
oxidacdo. Uma tendéncia similar foi obtida com a oxidagdo em diferentes graus de GC
(FERREIRA et al. 2021) e da galactomanana da espécie Cassia fistula, sendo associada a
formacgdo de aglomerados insoluveis, removidos em etapas de separagdo, como filtracdo e

centrifugacao (SILVA et al., 2020).
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4.2.4 GPC

Os cromatogramas de GPC para GC e derivados GCOx exibem perfis unimodais
(Figura 17). O My de GC foi estimado em 2,55x10* g mol™!, consistente com os valores
reportados para as gomas isoladas no Ceara por Melo et al. (2020) (2,13x10* g mol™") e no
Piaui por Oliveira et al. (2023) (2,12x10* g mol™!). Apds reagdo com NalO4, observou-se uma

redugdo na massa molar dos derivados, a qual € proporcional ao grau de oxidagao (Tabela 10).

Tabela 10 — Massa molar de pico (Mpk) de GC e derivados GCOx.

Amostra M,k (g mol ™! 107%)
GC 2,55

GCOx30 2,35

GCOx50 1,32

Fonte: elaborado pelo autor.

Tendéncia similar foi reportada por Ferreira et al. (2021), ao oxidar GC nos graus
tedricos de 20, 35 e 50%. Para o derivado com GOt de 50% o M« foi de1,58%10° g mol ! para
1,12x10° g mol ™!, degradagio na ordem de 1,4 — ligeiramente inferior 2 de GCOx50 (1,9).

A despolimerizagao de polissacarideos com a oxidagdo ¢ bem documentada
(CARNEIRO et al., 2025; OLIVEIRA et al., 2023). Depende das condi¢des reacionais e do
biopolimero, podendo até levar a uma classe de carboidratos menores, como os oligossacarideos

(PANDEIRADA et al., 2022).

Figura 17 — Cromatogramas de GPC para GC e derivados GCOx.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.3 Purificacdo de QTS

O processo de purificagdo da quitosana comercial foi realizado objetivando
remover os residuos minerais do isolamento da quitina. A purificagdo se fez necessaria uma vez
que a presenca desses contaminantes poderia influenciar na sintese do derivados succinilados.

O rendimento médio do processo foi de 69,0 £ 0,1% (m/m).

4.4 Carboxiacilacao de QTS com o anidrido succinico

4.4.1 FT—IR

A Figura 18 apresenta os espectros de FT—IR de QTS e derivados NSQ, com
rendimentos acima de 80% (Tabela 11).

I ¢ atribuida ao estiramento da

No espectro de QTS, a banda larga em 3427 cm™
ligacio O-H, esta sobreposta a do estiramento da ligagdo N-H. A absor¢io em 2908 cm™! é
designada ao estiramento da ligagio C-H. As bandas em 1658 e 1596 cm™! sdo atribuidas ao
estiramento da ligacdo C=0 (grupo amida, unidade acetilada) e ao dobramento da ligagcdo N-H
(grupo amina, unidade desacetilada), respectivamente (PAIVA JUNIOR et al., 2025). As tipicas
bandas do anel piranosidico sdo observadas entre 1160 e 899 cm™! (SRIMAI et al., 2024).

Nos espectros dos derivados NSQ, a modificagdo quimica fica evidenciada pela
presenca de uma nova absor¢io em 1409 cm™!, acompanhada do deslocamento e aumento de

intensidade da banda em 1596 para 1559 cm ' — resultantes dos estiramentos simétrico e

assimétrico do grupo succinilato introduzido (SRIMAI et al. 2025).

Tabela 11 — Rendimento de recuperacéo, grau de substituicdo (GS) e teor de aminas remanescentes (AR) para os
derivados NSQ. Derivado NSQ-A (obtido com alta proporg¢do de anidrido) e NSQ-B (obtido em baixa propor¢éo).

Amostra Rendimento (% — m/m) GS (%) AR (%)
NSQ-B 81,0 43,0 35,3
NSQ-A 80,5 55,3 23,0

Fonte: elaborado pelo autor.

4.4.2 RMN

A Figura 19 apresenta os espectros de RMN de protons para QTS e derivados NSQ.
O espectro de QTS exibe sinais em 6 2,06, 3,23, 4,91-4,93 ppm que sdo atribuidos, nesta ordem,
aos hidrogénios metilicos do grupo acetila (3), hidrogénio metinico beta ao grupo amida (2) e

hidrogénio anomérico da unidade de f-D-glucosamina (1) (RINAUDO, 2000).
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Figura 18 — Espectros de FT—IR para QTS e derivados NSQ.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O grau de desacetilagdo (GD) de QTS foi calculado em 78,3% (Equagao 23). Nos
espectros de NSQ-A e NSQ-B, a modifica¢do quimica foi evidenciada pelo surgimento de um
novo sinal em o 2,66 ppm, atribuido aos hidrogénios metilénicos do grupo succinila (4)
(RUNGROD et al., 2025).

O grau de substituicao (GS) foi calculado em 43,0 e 55,3% para NSQ-B e NSQ-A,
respectivamente (Equacdo 24), condizentes com a propor¢ao de anidrido succinico utilizado em
cada reacgdo. O teor de aminas remanescentes (AR) nos derivados foi obtido pela diferenca entre
GD e GS (Equagao 25). Para NSQ-B e NSQ-A os teores foram calculados em 40,4 e 29,1%,

respectivamente. A Tabela 11 resume valores de GS e AR estimados para os derivados NSQ.

(4rea de superficieem 2,07 ppm)

1
GD=[1-3x 7/
3  (areade superficie em 3,22—3,26 ppm)

] x 100 (23)

onde as ressonancias em & 2,07 e 3,22 ppm correspondem aos protons do grupo acetil ¢ ao proton metinico
constituinte do anel de piranose mais proximo do grupo amida. A razdo por 1/3 estd associada aos 3 atomos de
hidrogénio do grupo acetil e ao hidrogénio metinico. Equacao adaptada de Kassai; Arul; Charlet (2000).

GS = [(1 _GD x 10_2) v 3 % (4rea de superficie em 2,66 ppm) % 100 (24)

4 (4rea de superficie em 2,05 ppm)

AR = GD — GS (25)

onde as ressonancias em o 2,05 e 2,66 ppm correspondem aos protons do grupo acetil e aos protons metilénicos
do grupo succinil enxertado nos derivados NSQ, respectivamente. A razdo 3/4 estd associada aos 3 atomos de
hidrogénio do grupo acetil e aos 4 atomos de hidrogénio dos carbonos metilénicos. GD e GS sdo os graus de
desacetilacdo e substitui¢do, respectivamente. As Equagdes foram observadas em Oliveira et al. (2023).



Figura 19 — Espectros de RMN 'H para QTS e derivados NSQ obtidos a 70 °C em D,O/DCl — 2% (v/v).
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4.5 Hidrogéis dos derivados GCOx e NSQ

Os hidrogéis desenvolvidos neste trabalho foram reticulados pela formagao de
base de Schiff. A reagdo ocorreu entre as aminas primadrias, contidas em NSQ-B, e os grupos
aldeidicos nos derivados GCOx. O derivado NSQ-B foi escolhido para formulagdo dos
hidrogéis devido ao seu maior teor de aminas remanescentes. A reticulagdo via base de Schiff ¢
caracterizada pela adi¢do nucleofilica de aminas primarias a compostos carbonilicos, onde a

rede 3D polimérica ¢ gerada pela ligacdo imina (R1-HC=N-R») (Figura 20).

4.5.1 FT—IR

A Figura 21 apresenta os espectros de FT—IR para os precursores GCOx e NSQ-B
e formulagdes GEL-30B ¢ GEL-50B. Os hidroggéis liofilizados exibem absor¢des nas mesmas
regides dos polissacarideos modificados, anteriormente caracterizados. O estiramento da
ligacdo imina geraria uma banda de absor¢io proxima 1630 cm ™!, a qual ndo foi ser observada
devido a sobreposi¢do com a banda de amida em 1645 cm™'. Entretanto, a auséncia da absorco
em 1730 cm™! nos espectros do géis indica o consumo dos grupos aldeidicos devido a formacio
da base de Schiff.

A mesma observacao foi reportada por Tohamy (2025), ao sintetizar hidrogéis
reticulados via base de Schiff a partir de celulose oxidada e quitosana para a liberagdo controlada
da 4-aminoacetofenona. Nos espectros dos hidrogéis, a auséncia da banda referente aos grupos
aldeidicos em 1716 cm™! foi utilizada para confirmar reacdo, uma vez que era esperado a

sobreposicdo da banda da imina em 1631 cm™ com a da amida em 1647 — 1654 cm ™.

4.5.2 Propriedades reologicas: tgel e forca de gel

O tempo de gelificacdo ¢ uma propriedade que determina a performance de
hidrogéis in situ. A gelificagdo deve ser moderada, pois, quando acelerada em excesso, acarreta
a obstru¢do da agulha que injeta o material. Por sua vez, a gelificacdo lenta, ocasiona a difusao
dos materiais precursores para fora do local de aplicacao (WANG et al., 2023).

O tgel das formulagdes GEL-30B e GEL-50B foi estimado através da reologia
oscilatoria (Figura 22 A-B). Na reologia oscilatodria, o tgel ¢ determinado quando a magnitude
do moédulo de armazenamento (G’) se torna superior a do médulo de perda (G”), configurando

a transicao sol-gel (G’ > G”).
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Figura 20 — Ilustragdo da reticulacdo via formacao de base de Schiff a partir dos precursores GCOx e NSQ
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Figura 21 — Espectros de FT—IR dos hidrogéis e dos respectivos precursores com expansdes na regido entre
1800—1600 cm ™.
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Figura 22 — Mddulos G’ e G”* durante o processo de gelificacdo (A e B); Modulo G’ (forca de gel) (C) para as
formulagoes GEL-30B e GEL-50B a 37 °C em fungéo do tempo — graficos representativos.
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O tempo necessario para que ocorra a formagdo dos hidrogéis ¢ inversamente
proporcional ao GOk dos derivados GCOx. Essa tendéncia pode ser explicada pela maior
densidade de reticulagao do GEL-50B, cujo teor de grupos aldeidicos chega a ser ~1,8 vezes
superior ao do GEL-30B. Na literatura, a reticulacao via base de Schiff ¢ prontamente regulada
através da variagao do conteudo de aldeido (KUMAR e PURWAR, 2024).

Mao et al. (2025) registraram que a gelificacdo dos hidrogéis compostos por
carboximetil celulose oxidada (CMCOx) e gelatina era mais rapida devido a concentragdo do
polissacarideo oxidado nas formulagdes, ao aumentar o teor de CMCOx em 3 vezes, o tgel foi
encurtado de 196 £ 11 para 53 +4 s.

Shen et al. (2025) observaram comportamento similar em hidrogéis de
glucomanana oxidada (GMOX) e carboximetil quitosana. O tgel variou entre 55 £ 8 e 20+ 2 s,
reducdo essa associada ao aumento dos sitios de reticula¢ao (grupos aldeidicos) com a crescente
propor¢ao de GMOx.

As propriedades mecanicas dos géis foram avaliadas em condigdes pré-definidas de
estresse, frequéncia e temperatura (Figura 22C). O moédulo G’ representa a energia elastica
armazenada em um ciclo de deformagdo, sendo um indicativo da resisténcia mecanica. Além
de reduzir o tgel, a maior densidade de reticulagdo impactou a magnitude do modulo G’ no

GEL-50B, com este sendo 2,5 vezes superior ao do GEL-30B.

4.5.3 MEV

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar a morfologia dos
hidrogéis (Figura 23A-B). A estrutura microporosa 3D homogénea foi evidenciada em todas as
amostras liofilizadas. Adicionalmente, a homogeneidade pode ser constatada pelos baixos
valores de desvio padrao das distribui¢cdes de tamanho (Figura 23C-D). O tamanho médio de

poros e a porosidade dos hidrogéis estdo contidos na Tabela 12.

Tabela 12 — Tamanho médio de poros e porosidade por infiltragdo para GEL-30B e GEL-50B.

Amostra Tamanho de poros (um) Porosidade (%)
GEL-30B 97+1 15,2 +0,5°
GEL-50B 45+ 1 12,6 +£0,7°

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: letras distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p > 0,05) entre os grupos apés ANOVA
unidirecional e teste de Tukey.
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O tamanho dos poros e a porosidade das formulagdes foram inversamente
proporcionais a0 GOg dos derivados GCOx. Semelhante ao observado na reologia, a morfologia
¢ influenciada pela densidade de reticulagdo. A maior interconexao das cadeias poliméricas no
GEL-50B, devido ao seu teor de aldeido, acaba refletindo em uma estrutura mais compacta.

Uma correlagdo entre o tamanho médio de poros e os mols dos grupos aldeidicos
em hidrogéis reticulados via base Schiff ¢ apresentada na Tabela 13. A principio, uma
correspondéncia geral ¢ dificil de ser estabelecida, pois a distingdo entre os polimeros que
compdem as matrizes € uma interferéncia significativa.

No entanto, observando os trabalhos isolados, 0 mesmo padrao previsto ao analisar
os géis de GCOx e NSQ-B ¢ reproduzido. De fato, microestruturas mais contraidas podem ser
obtidas aumentando o teor de aldeido. O tamanho dos poros influenciam a taxa de degradagao,
interagdes biologicas e transporte de fluidos pelos hidrogéis (ROSSBERG et al., 2025).
Especificamente, a incorporacgao e a difusdo de farmacos ou biomoléculas pode ser regulada
pelo tamanho dos poros (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2025).

Um dos motivos que levou Dalei et al. (2023) classificarem a formulagdo
GGOx/QTS13 como ideal para incorporagdo e liberagdo simultdnea de curcumina e aspirina foi
o tamanho de poros. O menor didmetro dos poros permitiria maior controle na liberagdo dos
medicamentos. Dentre os géis contidos na Tabela 13, o didmetro de GGOx/QTS13 € o que mais
se aproxima do GEL-50B.

Tabela 13 — Correlagdo entre o tamanho médio de poros e o mols de grupos aldeidicos em hidrogéis reticulados
via formac@o de base de Schiff.

Formulacdo Tamanho de poros (um)  Grupos aldeidicos (mols 10~ Referéncia
GGOx/QTS; 128 £ 65 1,61 Dalei et al. (2023)
GGOx/QTS12 62 +23 3,22 Dalei et al. (2023)
GGOx/QTS13 43 +£20 4,82 Dalei et al. (2023)

GC-1 152 +£32 1,11 Mao et al. (2025)

GC-2 91+24 2,23 Mao et al. (2025)

GC-3 61+17 3,33 Mao et al. (2025)

Q1-2 255+74 0,08 Ma et al. (2024)

Q2-1 102 +36 0,15 Ma et al. (2024)
75C25G 186 £45 0,40 Moreira filho et al. (2025b)
25C75G 84 £20 1,20 Moreira filho et al. (2025b)

GEL-30B 97 £1 0,34 Presente trabalho
GEL-50B 45+ 1 0,60 Presente trabalho

Fonte: elaborado pelo autor.

Composi¢do dos hidrogéis: GGOx/QTS (goma guar oxidada e quitosana); 2GGOx:2QTS (GGOx/QTS1),
4GGOx:2QTS (GGOx/QTS12) e 6GGOx:2QTS (GGOx/QTS13) (% - m/m). GC — celulose oxidada (COx) e
gelatina (Gela); GC-1 (3COx:10Gela); GC-2 (6COx:10Gela) e GC-3 (9COx:10Gela) (% - m/v). Q — alginato de
sodio quaternizado/oxidado (AgOx) e carboximetil quitosana (CMQTS); Q1-2 (1AgOx:2CMQTS) e Q2-1
(2AgOx:1CMQTS) (v/v). CG — GGOx e NSQ; 3NSQ:1GGOx e INSQ:3GGOx (v/v).
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Figura 23 — Micrografias e histogramas de distribui¢cao normal para o didmetro dos poros do GEL-30B (A e C) e
do GEL-50B (B ¢ D).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.5.4 Intumescimento

A Figura 24 apresenta o intumescimento das formula¢des GEL-30B e GEL-50B em
tampao PBS (pH 7,4). A absor¢ao dos hidrogéis atingiu o equilibrio em 5 min, com poucas
variagoes de massa a partir dai. No intervalo final (4h), GEL-30B e GEL-50B foram capazes
de manter intumescido 38 = 1 e 45 £ 1 vezes o seu peso inicial, respectivamente.

O intumescimento dos géis estd associado aos grupos funcionais hidrofilicos nos
polimeros precursores, como hidroxilas e ion carboxilato. O grau de intumescimento reportado
por Ferreira et al. (2021), para hidrogéis de N-carboxietil quitosana e GCOx (GOtde 30 e 50%),
foram semelhantes aos obtidos nos de GCOx/NSQ-B (~ 37 € 40 g/g). Além disso, estes também

foram inversamente proporcionais ao grau de oxidagao.
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Como curativos, os hidrogéis devem possibilitar a absor¢do de exsudatos dos
tecidos lesionados, prevenindo o surgimento de infeccdes (MAO et al., 2025). Enquanto
intumescido, o hidrogel pode garantir um ambiente imido, evitando o ressecamento excessivo,
o que auxilia na regeneracao (DU et al., 2025; LI et al., 2025).

A absor¢do também afeta diretamente a liberagdo de farmacos veiculados pelo
hidrogel, uma vez que o processo de difusdo ¢ controlado pela penetragdo do meio de liberacao
no interior da matriz (AHMADI et al., 2025). Portanto, desempenhos mais adequados nas

aplicacdes almejadas poderiam ser atingidos pelo GEL-50B.

Figura 24 — Intumescimento das formulagdes GEL-30B ¢ GEL-50B em tampdo PBS (pH 7,4 — 0,1 mol L ).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.6 Complexos de inclusdo: Curcumina e HP-B-CD

4.6.1 Diagrama de solubilidade de fase e estequiometria de complexacdo

O diagrama de solubilidade obtido da interacao entre uma molécula hospede e uma
ciclodextrina pode fornecer informagdes sobre o aumento da solubilidade do composto
hidrofébico, estequiometria, contante de complexacdo e parametros termodinadmicos do
processo de inclusdo (CELEBIOGLU e UYAR, 2020).

A Figura 25A mostra o diagrama de fase soluvel para curcumina e HP-B-CD.
Através deste pode-se observar que a concentragdo de curcumina no meio aumenta de forma
linear com a concentra¢ao de HP-B-CD. Adicionalmente, essa tendéncia também ¢ ilustrada na
Figura 25B. Diagramas com este perfil sdo denominados como Ar, 0s quais sdo consistentes
com estequiometrias mCUR:1HP-B-CD (KURKOV; UKHATSKAYA; LOFTSSON, 2011).

A estequiometria ¢ fornecida pela avaliacdo dos parametros da equagdo da reta.
Quando a condi¢do: 0 < coeficiente angular < 1 ¢ atingida, m assume o valor de 1,
consequentemente a relagdo ¢ 1CUR:1HP-B-CD. Para o gréfico, a inclinacdo da reta foi
calculada em 1,58x107° + 1,25x107°, atendendo a condi¢io mencionada. A Figura 25C
esquematiza a formagao do complexo 1CUR:1HP-B-CD a partir dos precursores.

Segundo Kurkov; Ukhatskaya; Loftsson (2011), a constante de complexagao (Ki.1)
pode ser obtida pela Equagao 26.

_ (Inclinagdo) (26)

K = .
S0(1—inclinagio)

onde Sp é a solubilidade intrinseca da CUR no meio de analise (3,39x107 mol L™).

Ki.1 225 °C foi calculada em 4,65%10° L mol ™. A variagio da energia livre de Gibbs
padrdo (AG®) é uma propriedade termodindmica do sistema em equilibrio quimico, obtida

através da Equacao 27.

AG°=—RT X In K (27)

onde a constante dos gases (R) e a temperatura (T) assumem os valores de 8,314 J (mol K)' e 298,15 K,
respectivamente.

AG® a 25 °C foi calculado em —2,09x10* J mol™'. A K;.; também foi determinada a
partir de diagramas de fase soluvel experimentados a 45 e 65 °C, onde esta reduziu-se ao valores
de 1,39x10%e 6,49x10? L mol !, respectivamente (Figura 26A-B). A diminuicio da magnitude
de Ki.1 com o aumento temperatura sinaliza que o processo de inclusdo da curcumina na
cavidade de HP-B-CD ¢ exotérmico, liberando calor. Portanto, ao fornecer calor, pelo aumento

da temperatura, o equilibrio ¢ redirecionado no sentido da descomplexagao.
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Figura 25 — Diagrama de solubilidade de fase a 25 °C (A); fotografia das solugoes filtradas (B); esquema ilustrativo
da inclusdo (C) para o sistema CUR/ HP-B-CD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: na fotografia das solugdes, as concentragdes percentuais de HP-B-CD (m/v) escritas nos fracos sao
equivalentes a 11 mmol L™' (1,5%), 18 mmol L' (2,5%), 25 mmol L' (3,5% ) e 36 mmol L™ (5%).
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Figura 26 — Diagrama de solubilidade de fase a 45 °C (A) e 65 °C (B); grafico da fun¢do linear InK1:1 vs. 1/T (C)

para o sistema CUR/ HP-B-CD.
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A variagdo da entalpia padrao (AH®) e a variacdo da entropia padrao (AS°) foram
estimadas pela funcao linear do grafico InK1:1 vs. 1/T (Figura 26C), aplicando a Equagao 28
— onde os coeficientes angular e linear sdo equivalentes as razdes —AH°/R e AS°R,
respectivamente (SUN et al., 2023).

O AH® e AS° foram calculados em -5,97x10 ¢ -0,99 J (mol K)™!, respectivamente.
O valor negativo para o AH° ratifica que a inclusdo estudada é exotérmica, e devido ao valor

negativo do AS°, esta ¢ dirigida pela entalpia (D’ ARIA; PAGANO E GIANCOLA, 2022).

o _AH 4
InK1:1 = — 20 4 22 (28)

onde o valor da constante dos gases (R) ¢ 8,314 J (mol K) ..

A razdo estequiométrica ICUR:1HP-B-CD também foi verificada nos trabalhos de
Tennesen; Masson; Loftsson (2002), Celebioglu e Uyar (2020) e Li ef al. (2018). Apesar das
condi¢des experimentais similares, os valores de Ki.1 a 25 °C reportados pelos autores ndo sdo
consensuais, variando de 2,94x10° até 5x10* L mol ' — provavelmente associado aos distintos
graus de hidroxipropilagdo em HP-B-CD comerciais. Como visto, o valor de 4,65x10° L mol ™!

esta dentro da faixa prevista.

4.6.2 Eficiéncia de complexacao (EC%) e carga de curcumina (CC%)

Os complexos de inclusdo entre a curcumina e HP-B-CD foram obtidos pela
evaporagdo de solvente organico combinada a ultrassonifica¢do. Por ter maior solubilidade e
estabilidade em meio aquoso, a estrutura supramolecular dos complexos HP-CD/Cur pode
melhorar a bioacessibilidade da curcumina.

A Tabela 14 contém os percentuais de rendimento de recuperagdo, eficiéncia de
complexagdo e carga de curcumina. Com o uso exclusivo do método de evaporagao de solvente
organico foram obtidos baixos percentuais para EC (13,2 + 1,4%) e CC (2,8 + 0,3%), dentro da
faixa de valores reportados em trabalhos anteriores, onde EC varia de 2,5 a 34,1% e CC entre
1,9 e 3,3%. Com o uso do ultrassom a eficiéncia e a carga de curcumina foram melhoradas,
atingindo o maximo em 10 min de sonificacdo. Notavelmente, estes percentuais foram
alcangados mesmo adotando uma propor¢ao molar dos precursores de 1:1.

Khatun et al. (2023) reportaram valores competitivos de CC (8,8 — 11,1%),
utilizando uma proporcao molar dos precursores de 2:1, os quais superam os relatados por
Roozbehi et al. (2020) e Kaur et al. (2016) , respectivamente 2,8 e 2,2%, obtidos nas propor¢des
molares de 12:1 e 16:1.
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A melhora registrada no presente estudo pode ser atribuida a reducdo da agregagao
das particulas do complexo no periodo de exposi¢ao as ondas ultrassdnicas, com 6tima resposta
em 10 min e sem evolugdes posteriores.

A Tabela 14 também contém rendimentos de até 96% e EC superiores a 70%.
Mangolim et al. (2014) alcangaram um EC de 74% usando a técnica de coprecipitagdo,
enquanto Khatun et al. (2023) relataram EC de 70 e 74,1% para complexos elaborados por
coprecipitagdo e kneading, respectivamente. Em comparacao, a EC de 52% em HP-CD/Cur)o
pode ser explicada por etapas de centrifugagao implementadas, purificacdo que removeu parte
do material sedimentado na solugdo aquosa da sintese do complexo. Etapas de purificagdo

foram ausentes nos outros estudos, sugerindo que os dados de EC podem estar superestimados.

4.6.3 Solubilidade e estabilidade em meio aquoso

A curcumina tem baixa solubilidade aquosa, sendo soluvel apenas em certos
solventes organicos, inadequados para aplicacdes biomédicas (DHINGRA et al., 2021). A
solubilidade aquosa da curcumina a 25 °C foi determinada em 0,42 + 0,10 pg mL™!, consistente
com os resultados de Arya ef al. (2024) e Arya e Raghav (2021) — realizados sob condigdes
experimentais similares (0,47 pg mL ™).

Os complexos de inclusio HP-CD/Cur aumentaram a solubilidade aquosa da
curcumina em 371 a 440 vezes (Figura 27A-B). Dentre estes, o0 aumento da solubilidade foi
ligeiramente maior em HP-CD/Curs, o que pode estar associado ao aumento da dissolucdo
promovido pelas ondas ultrassonicas. No entanto, devido ao maior teor de curcumina na
composi¢do, que reduz a hidrofilicidade dos sistemas, essa progressao nao foi continuada em
HP-CD/Curio e HP-CD/Cur;s.

Os complexos sintetizados também aumentaram a solubilidade da curcumina em
taxas mais elevadas quando comparados a formulacdes preparadas por outras técnicas. Um
aumento de 10 vezes foi observado para o complexo B-CD/Cur obtido por grinding
(CABRERA-QUINONES et al., 2023), 19 a 31 vezes para os complexos B-CD/Cur através de
coprecipitagdo, liofilizacdo e evaporagdo de solvente organico (MANGOLIM et al., 2014), 57
e 123 vezes para os complexos HP-B-CD/Cur e HP-y-CD/Cur, respectivamente, empregando
eletrofiacdo e 206 vezes para outro complexo 3-CD/Cur por coprecipitagao (ARYA et al., 2024).

A solubilizagdo dos complexos em agua se deve a natureza anfifilica das
ciclodextrinas. Sua superficie externa ¢ hidrofilica, com grupos hidroxila primdrios e

secundarios, enquanto a cavidade apresenta caracteristicas apolares (SUVARNA et al., 2022).
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Tabela 14 - Comparacao entre o rendimento, a eficiéncia de complexacdo (EC) e a carga de curcumina (CC) dos complexos HP-CD/Cur com outras formulagdes constituidas

por curcumina e ciclodextrinas.

Razdo molar Rendimento . EC CcC A
Amostra CD/Cur (% - m/m) Método (% - m/m) (% - m/m) Referéncia
B-CD/Cur 2:1 NI Co-ppt 74 NI Mangolim et al. (2014)
B-CD/Cur 2:1 NI ESO 14 NI Mangolim et al. (2014)
B-CD/Cur 2:1 NI Liofilizagdo 3 NI Mangolim et al. (2014)
B-CD/Cur 12:1 NI ESO 34,1 2,8 Roozbehi et al. (2020)
B-CD/Cur 16:1 NI ESO 2,5 2,2 Kaur ef al. (2016)
B-CD/Cur 2:1 81,3 Co-ppt 27,3 4,6 Arya & Raghav (2021)
B-CD/Cur 2:1 76,4 kneading 21,2 2,9 Arya & Raghav (2021)
HP-B-CD/Cur 2:1 96,2 Co-evap 66,2 8,0 Khatun et al. (2023)
HP-B-CD/Cur 2:1 73,5 Co-ppt 70,0 11,1 Khatun ef al. (2023)
HP-B-CD/Cur 2:1 90,8 incubagao 5,2 0,7 Khatun ef al. (2023)
HP-B-CD/Cur 2:1 96,2 kneading 74,1 8,9 Khatun ef al. (2023)
HP-B-CD/Cur 2:1 95,3 ESO 15,9 1,9 Khatun et al. (2023)
HP-B-CD/Cur 1:1 NI ESO 18,3 3,3 Gupta et al. (2019)
HP-CD/Cury 1:1 78,8+0,5° ESO 132+1,4° 2,8+03¢% Presente trabalho
HP-CD/Curs 1:1 86,1+02" ESO + US 38,7+29° 8,1+0,6" Presente trabalho
HP-CD/Curg 1:1 89,6 £0,6 ¢ ESO + US 52,0+£1,2°¢ 10,9+0,2° Presente trabalho
HP-CD/Curs 1:1 872+0,1" ESO + US 482+39°¢ 10,1 +£0,8° Presente trabalho

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: letras repetidas na mesma coluna indicam auséncia de significancia (p > 0,05) entre os grupos apés ANOVA unidirecional e teste de Tukey. NI = ndo informado; ESO =
evaporacdo de solvente organico; US = ultrassom; Co-ppt = coevaporagdo e Co-ppt = coprecipitagao.
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Figura 27 — Efeito do tempo de ultrassonicagio na solubilidade da curcumina (A); espectros UV-VIS de curcumina e complexos
HP-CD/Cur em mistura H2O:DMSO (50%, v/v) (B) e fotos de dispersdes variando o tempo de ultrassom (C).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: durante o ensaio de solubilidade aquosa, na obten¢do dos espectros eletronicos, os fatores de diluicao
adotados para os complexos HP-CD/Cur e a curcumina foram 2 e 100, respectivamente. Letras distintas nas barras
indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os grupos apdés ANOVA unidirecional e teste de Tukey.
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Portanto, ao passo que a cavidade atrai a curcumina para o aprisionamento, 0s
grupos hidroxila superficiais possibilitam a dissolu¢ao por meio de ligagdes de hidrogénio com
as moléculas de agua.

Adicionalmente, a Figura 27C exibe as dispersdes formadas pelos complexos de
inclusdo HP-CD/Cur e curcumina em dgua a 25 °C (1 mg mL ™). A baixa solubilidade fez com
que o pd de curcumina sedimentasse, enquanto as solucdes dos complexos apresentaram
coloracdo amarelada, sendo a tonalidade e a turbidez mais intensas nas formulacdes
ultrassonificadas por 10 e 15 min.

Além da baixa solubilidade, a curcumina também ¢ instavel em meio aquoso devido
a autoxidac¢do. Na autoxidacdo, a molécula da curcumina sofre oxigenagdo e sua cadeia
principal (heptadienodiona) ¢ duplamente ciclizada. Durante esse processo, 0s principais
intermediarios (espiroepoxido e viniléter) sdo rearranjados para formar biciclopentadiona
(GORDON et al., 2015) (Figura 28A).

A biciclopentadiona, quando comparada a curcumina, apresenta atividade quelante
enfraquecida. Na biciclopentadiona, a por¢ao B-dicetona estd situada em um anel de cinco
membros, que ¢ mais rigido, dificultando sua acdo quelante com metais divalentes
(SCHNEIDER et al., 2015).

Devido a sua atividade quelante, a curcumina € vista com um potencial agente
terapéutico para a bioregulacdo de metais, como o cobre, que apesar de atuar em muitos
processo vitais, seu acimulo ¢ associado a diabetes, cancer e desordens neurodegenerativas
(MAGHOOQOL et al., 2023).

Além disso, o inicio do processo de autoxidagdo ¢ marcado pela perda de elétrons
e hidrogénio da curcumina para o meio de exposi¢do. Portanto, a autoxidacdo também anula
precocemente a atividade antioxidante da curcumina, uma vez que o mecanismo dessa acao
envolve o fornecimento de hidrogénio dos grupos fenolicos para os radicais peroxil lipidicos
(SCHNEIDER et al., 2015).

Neste contexto, a preservacao da bioatividade da curcumina requer a manutengao
de sua estrutura quimica. As cinéticas da autoxidag¢do foram estudadas a partir do ajuste no
modelo de primeira ordem (Equagdo 28). O tempo de meia-vida foi calculado pela Equagao 29.
(LIU et al., 2024). O teor de curcumina, os ajustes no modelo de primeira ordem, as constantes
de velocidade e os tempos de meia-vida sdo fornecidos na Figura 28B-E e Tabela 15.

A curcumina livre apresentou a menor estabilidade em 4gua, com autoxidagdo
ocorrendo 2,1 a 7,6 vezes mais rapido do que nos complexos HP-CD/Cur. Sua meia-vida foi

estimada em 280 min, com teor remanescente inferior a 10%, apos 24h.
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Figura 28 — Mecanismo esquematico da reacdo de autoxida¢do da curcumina (A); teor de curcumina em fungéo
do tempo (B e C) e cinéticas de primeira ordem da autoxidagdo (D e E) para a curcumina e os complexos de
inclusdo HP-CD/Cur em agua a 25 °C.
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ABS(t)
In[-——=]=—k x t (28)
ABS (t0)
In(2)
Tin= T (29)

onde k ¢ a constante de autoxidagdo e T1/; € a meia-vida.

Tabela 15 — Constante de velocidade (k), tempo de meia-vida (ti2) e coeficiente de determinagdo (R?) da reagdo
de autoxidac¢@o para a curcumina livre ¢ em HP-CD/Cur.

Amostra k (min™!) t1» (min) R?
Curcumina 2,47x1073 281 0,9969
HP-CD/Cury 9,99x10™* 694 0,9889
HP-CD/Curs 1,17x1073 592 0,9951
HP-CD/Curig 3,24x107* 2139 0,9855
HP-CD/Cur;s 7,35x107* 943 0,9718

Fonte: elaborado pelo autor.
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HP-CD/Curo e HP-CD/Curs apresentaram autoxidacao semelhante, com pequena
variagdo nos parametros cinéticos e no teor de curcumina remanescente apds 24 h— 29,8 £ 0,4
e 31 £ 2%, respectivamente. O aprimoramento da estabilidade foi acompanhado pelo aumento
da meia-vida. Por sua vez, HP-CD/Cur;o e HP-CD/Cur;s foram as formulacdes mais eficazes
em preservar curcumina, com os maiores tempos de meia-vida e teor remanescente apos 24 h
— 68,1 £ 0,8 e 44 + 2%, respectivamente.

Os intermediarios espiroepoxido (263 nm) e viniléter (354 nm) foram claramente
identificados no espectro eletronico da curcumina livre (GORDON et al., 2015), com as bandas
referentes se tornando mais pronunciadas ao longo do tempo (Figura 29A).

Devido menor velocidade de degradacao, apenas um intermediario de autoxidagao
foi detectado nos espectros eletronicos dos complexos de inclusdo HP-CD/Cur (Figura 29B-E).
A estabilidade dos complexos HP-CD/Cur em agua sugere que a inclusdo da curcumina na
cavidade de HP-B-CD pode ser favorecida com o ultrassom; todavia, o apice do beneficio ¢
novamente atingido aos 10 min.

O HP-CD/Curis apresentou menor estabilidade do que HP-CD/Curo,
provavelmente devido a cavitagdao causada pelo excesso de ultrassonificagdao. Na cavitagao, as
pequenas bolhas geradas pelas ondas ultrassonicas colapsam violentamente, induzindo altos
gradientes de pressao. A pressao exercida cria forg¢as de cisalhamento capazes até¢ de romper as

cadeias poliméricas (ACHOUR et al., 2013).

4.6.4 TGA

As curvas de TGA para curcumina, HP-B-CD e complexos HP-CD/Cur sado
apresentadas na Figura 30. As temperaturas de degradagdo inicial (Tonset) € de maxima
velocidade de degradagdo (Tq) das amostras foram obtidas a partir das derivadas e linhas
tangentes das curvas TGA (Tabela 16).

Para a curcumina, a degradagdo térmica se inicia a 260 °C, atingindo o maximo a
355 °C, o que ¢ inicialmente atribuido a desidroxilagdo dos fenodis seguido pela decomposicao
molecular (HARIHARAN et al., 2012). Em HP-B-CD, a pequena perda de massa observada
antes de 100 °C ¢ atribuida a evaporagdo de agua, enquanto a etapa de degradagdo térmica do
oligossacarideo comeca a 314 °C e atinge o maximo a 350 °C (ZHANG et al., 2024c).

As curvas de TGA dos complexos HP-CD/Cur apresentam clara similaridade com
a curva de HP-B-CD, com os eventos registrados para a ciclodextrina também observados nas

formulagdes, as suas com diferentes nos valores de Tonset € Ta.
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Figura 29 — Espectros eletronicos para curcumina e complexos de inclusio HP-CD/Cur em meio aquoso a 25 °C.
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onde to e tr4 representam os espectros obtidos no inicio e no final do experimento, respectivamente.

Tabela 16 — Temperatura de degradacio inicial (Tonset) € temperatura de maxima velocidade de degradagao (Tq).

Amostra Tonset (°C) T4(°C)
CUR 260 355
HP-B-CD 290 350
HP-CD/Cury 301 327
HP-CD/Curs 290 332
HP-CD/Cury 301 338
HP-CD/Curs 314 334

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 30 — Curvas de TGA e derivadas para HP-B-CD, curcumina e complexos HP-CD/Cur obtidos em atmosfera
de N» ) de 25 a 800 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para essas amostras, a reducao do Tonset pode ser associada a presenga de curcumina
na composi¢ado, cuja degradagdo se inicia em temperatura mais baixa. Por outro lado, em relacdo
a curcumina, 0 Tonset aumentou em média 35,5 °C, o que evidencia um ganho de estabilidade
térmica apds encapsulamento.

Curiosamente, a segunda tendéncia apresentada pelos complexos HP-CD/Cur nos
dados de Tonset ndo foi reproduzida nos valores de T4. No entanto, a Tq de HP-CD/Curyo foi o

maior entre esses materiais, o que evidencia sua estabilidade térmica frente as formulagoes.



100

4.6.5 FT—IR

Evidéncias espectrais da inclusdo da curcumina na cavidade de HP-B-CD foram
obtidas avaliando-se os espectros de FT-IR de HP-B-CD, curcumina e complexos HP-CD/Cur
(Figura 31). No espectro da CUR, nio foi observado absor¢des entre 1800 — 1650 cm ™!,
indicando que CUR coexiste em sua forma tautomérica ceto-enolica (GEROLA et al., 2015).

Abanda em 1628 cm™! é atribuida ao estiramento das ligagdes C=C e C=0 — grupos
da cadeia principal. A banda em 1600 cm™! est4 associada ao estiramento da ligagdo C=C dos
carbonos aromaticos. A absor¢io em 1509 cm™!' é gerada por trés vibragdes: estiramento da
ligacio C=0 e deformagdes no plano das ligagdes CCC e CC=0. A banda em 1279 cm™! é
atribuida a deformacao no plano da ligacdo C-H e ao estiramento da ligacdo CCH, ambos do
anel aromatico localizado no lado enélico da molécula. A absorcdo em 1155 cm ™' também ¢é
gerada por trés vibragdes: deformagdes no plano das ligagdes CCH (anel aromatico) e C-OH
(grupo enol), esta ultima acoplada a deformagao no plano da ligacdo C=CH (cadeia principal).
A banda em 857 cm ™! ¢ atribuida a deformagcdo fora do plano da ligagio CH (anel aromatico).
Todas as absor¢des identificadas foram atribuidas de acordo com Mangolim et al. (2014).

Para HP-B-CD, as bandas em 3400 e 2929 cm™! sdo atribuidas aos estiramentos das
ligagdes O-H e C-H, respectivamente. A banda em 1650 cm™! est4 associada ao dobramento das
ligagdes H-O-H (moléculas de 4dgua). As absor¢des na regido entre 1158 e 1032 cm™! sdo
geradas a partir do estiramento das ligagdes C-C, C-O e C-O-C do anel glucopiranosidico
(CELEBIOGLU e UYAR, 2020). A pequena banda em 945 cm™! ¢ atribuida a ligacio
glicosidica das unidades a-D-glucopiranose (PETITO et al., 2016).

Os espectros dos complexos HP-CD/Cur exibem as absorgdes intensas
caracteristicas de HP-B-CD. Algumas bandas relativamente menores se originam da curcumina,
destacadas na expansio entre 1800 — 1400 cm'. As bandas em 1628 e entre 1510 — 1513 cm™!
evidenciam a presenga da curcumina na composicdo dos complexos, sendo essas mais
proeminentes nos materiais obtidos apds o processo de ultrassonicagdo. Além disso, foi possivel
observar pequenos deslocamentos de 1509 para 1513 cm ™!, sugerindo a existéncia de interacdes
entre a curcumina e a cavidade do HP-B-CD.

Um deslocamento da banda de curcumina de 1504 para 1512 cm™' também foi
observado por Arya e Raghav (2021), para o autores o aumento do numero de onda se deve a

maior da densidade eletronica local e a mudanca no microambiente, resultante da inser¢ao do

grupo fenil na cavidade da ciclodextrina, durante a formagao do complexo.
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Figura 31 — Espectros de FT-IR para HP-B-CD, curcumina (CUR), mistura fisica (M.F) e complexos HP-CD/Cur
com expansdes na regido entre 1400 — 1800 cm .
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No espectro da mistura fisica (M.F), as absor¢des relacionadas a curcumina, embora
mais intensas, sao isentas de alteragdes, ilustrando a natureza ndo interativa da simples mistura
dos precursores (Figura 31C). A auséncia de alteragcdes nos espectros da M.F também foi
reportada por Celebioglu e Uyar (2020) e Arya e Raghav (2021) ao caracterizar a sintese de

complexos -CD/CUR. Em ambos os trabalhos, esta condig@o sugere o estado ndo complexado.

4.6.6 RMN

A analise dos espectros de RMN dos complexos de inclusdo auxilia a compreensao
da relagdo entre a cavidade da ciclodextrina e a molécula hospede. Por exemplo, durante a
formagdo do complexo, o ambiente quimico dos precursores ¢ alterado — podendo resultar em
variagoes de deslocamento quimico e novas interagdes entre os nucleos.

Para a elucidagdo estrutural de HP-B-CD, ainda ndo detalhada na literatura, foram
obtidos espectros de RMN unidimensionais ¢ bidimensionais.

O espectro de protons de HP-B-CD mostra dois sinais em 6 4,92 e 5,05 ppm,
atribuidos aos hidrogénios anoméricos das unidades de a-D-glucopiranose, as quais podem ser
substituidas ou nao substituidas com 6xido de propileno (Figura 32A). A razao entre esses sinais
foi obtida por integracdo relativa das areas (1,72:1). O intenso dubleto em 6 1,00-1,01 ppm ¢
atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo 2-hidroxipropil enxertado.

O grau de hidroxipropilacdo (GHP) foi estimado pela razdo entre as areas dos sinais
em o 1,00 — 1,01 e 5,05 ppm, considerando o nlimero de hidrogénios correspondentes a estes
(Equagao 30) (MALANGA et al. 2016). O GHP foi calculado em 1,72, curiosamente, igual ao
valor da 4rea em 0 4,92 ppm. Portanto, pdde-se inferir que este Gltimo sinal também ¢ referente
as unidades a-D-glucopiranose que foram substituidas com o o6xido de propileno.

Consequentemente, o sinal em & 5,05 ppm pertence as unidades ndo modificadas.

GHP = E % (4rea de superficie em 1,00—1,01 ppm) (30)

(4rea de superficie em 5,05 ppm)

Onde as ressonancias em o 1,00-1,01 e 5,05 ppm correspondem aos protons metilicos € ao préton anomérico
(unidade ndo substituida) de HP-B-CD, respectivamente. A razdo de 1/3 esta correlacionada com os 3 atomos de
hidrogénio do grupo metil contidos no substituinte hidroxipropil € com o atomo de hidrogénio anomérico.

Os sinais entre 6 3,31 — 3,90 ppm sao designados aos demais prétons de HP-3-CD,
cujas frequéncias de precessdo sdo muito proximas, tornando a atribuicdo bastante imprecisa

utilizando apenas o espectro de RMN 'H.



103

Figura 32 — Espectros de RMN 'H (A), RMN "3C (B) e DEPT 135 (C) para HP-B-CD obtidos a 70 °C em D,0.
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A Figura 32B ilustra o espectro de carbono de HP-B-CD, o qual ¢ mais resolvido.
Os trés sinais entre 6 100,61 — 100,65 ppm e os picos em 6 82,09 e 61,41 ppm sdo atribuidos
aos carbonos anoméricos (Ci1), carbono metinico nimero 4 (Cs) e carbono metilénico (Cs) das
unidades a-D-glucopiranose, respectivamente (SCHNEIDER et al., 1998). A metila do grupo
hidroxipropil (Cz') € observada entre 6 19,05 — 19,41 ppm (MALANGA et al. 2016).

No espectro de DEPT135, os carbonos metilénicos (-CH»-) sdo exibidos em fase
oposta (—180° em relacao ao eixo x) (Figura 32C). Neste espectro, a atribuigao feita ao Cs pdde
ser confirmada, bem como a observacao de outros metilenos em 6 77,23, 77,97 e 78,51 ppm,
originarios do grupo 2-hidroxipropil, com diferentes padrdes de substituicao.

Em B-CD, a hidroxipropilagdo pode ocorrer nas hidroxilas de Cz, C3 e Cs. Foi
possivel inferir que a reagdo ocorreu principalmente em C; e Cs3, afetando o ambiente quimico
destes nucleos e dos circundantes. Consequentemente, a divisdo de sinais foi registrada na
regido anomérica e entre 6 72,63 — 74,08 ppm (Cz, C3 e Cs) (Figura 32B). O sinal
correspondente ao C¢ € intenso e unico, sugerindo que a hidroxila deste sitio foi menos reativa.

De acordo com Malanga et al. (2016), a substitui¢do de B-CD com o o6xido de
propileno, em baixos valores de GHP, ocorre principalmente nas hidroxilas de Cz e Cs, por
serem mais acidas. Em maior GHP, os derivados tendem a ser mais substituidos em Cs.

A Figura 33 apresenta o espectro de HSQC 'H-'*C para HP-B-CD, onde as
correlagdes identificam atomos de carbonos e hidrogénios ligados covalentemente. Na regido
anomérica (Figura 33A), duas correlagdes foram observadas para as unidades substituidas em
54,92/101,43 € 4,92/102,65 ppm - 'H/'3C. A correlagdo em & 5,05/101,61 ppm corresponde a
unidade nao substituida. As correlagdes H4-Cs € He-Cs foram identificadas em o 3,42/82,09 e
3,72/61,41 ppm, respectivamente (Figura 33B-C).

Do grupo 2-hidroxipropil, foram identificadas correlagdes em & 3,67/78,51,
3,31/77,22, 3,49/77,98 e 3,62/77,98 ppm — referentes aos carbonos metilénicos e seus
respectivos hidrogénios (Figura 33B). Nas duas ultimas, protons diastereotopicos puderam ser
detectados. A metila e seus hidrogénios sdo correlacionados em 6 1,00/19,15 ppm (Figura 33D).

O espectro de COSY 'H-'H de HP-B-CD mostra correlagdes geradas por
acoplamentos escalares entre protons a uma distancia de 3 ligagdes covalentes (Figura 34).
Correlagdes em 0 5,05/3,44 ¢ 6 4,92/3,51 ppm identificam Hi/H> das unidades nao substituidas

e substituidas, respectivamente.
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Figura 33 — Espectro HSQC 'H-'3C para HP-B-CD obtido a 70 °C em D-O.
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Figura 34 — Espectro COSY 'H-'H para HP-B-CD obtido a 70 °C em D-O.
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Enquanto isso, Ho/H3 dessas unidades foram correlacionados em o 3,44/3,78 e
3,51/3,78 ppm (Figura 34B). Do grupo 2-hidroxipropil, a correlagdo em o 1,00/3,86 ppm
identifica H3/Hy' (hidrogénios metilicos e metinico). As correlagdes em o 3,86/3,31, 3,86/3,49,
3,86/3,62 e 3,86/3,67 ppm sdo para Hy/Hi' (hidrogénios metinico e metilénicos) (Figura 34A).

A andlise detalhada do espectro de COSY permitiu distinguir os protons Hz e H3
das unidades de a-D-glucopiranose substituidas e ndo substituidas, bem como o proton Hz' do
grupo 2-hidroxipropil. Os carbonos ligados a esses nucleos foram correlacionados pela
reavaliacdo do espectro de HSQC — com C», C; e Cy identificados em 6 3,44/72,63, 3,51/73,07,
3,78/74,00 e 3,86/67,36 ppm, respectivamente (Figura 33B-C).
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A correlacdo H3-Cs ¢ aglomerada para ambos os tipos de a-D-glucopiranose, apesar
de haver uma divisdo de sinal entre 6 73,92 — 74,08 ppm no espectro de carbono. Na regido
entre 0 72,63 — 74,08 ppm, apenas duas correlagdes ainda nao foram atribuidas — sendo estas
em o 3,88/73,28 e 3,68/72,90 ppm para Hs-Cs de HP--CD.

De acordo com Schneider et al. (1998), Cs de B-CD (sem modificagdes) ¢ atribuido
no espectro de carbono ao sinal em & 72,89 ppm. Portanto, pdde-se inferir que a correlagdo em
0 3,67/72,90 ppm corresponde a Hs-Cs de a-D-glucopiranose nao substituida em HP-B-CD.
Consequentemente, Hs-Cs da unidade substituida ¢ correlacionado em 6 3,88/73,28 ppm. Todas

as atribuicdes feitas para os nucleos de HP-B-CD estio resumidas na Tabela 17.

Tabela 17 — Atribui¢des do deslocamento quimico para os niicleos de HP-$-CD (ppm).

a-D-glucopiranose Hl/Cl Hz/Cz H3/C3 H4/C4 H5/C5 HG/Cﬁ

Nao substituida 5,05/101,61  3,44/72,63  3,78/74,00  3,42/82,09  3,68/72,90  3,73/61,41

4,92/101,43 3,51/73,07  3,78/74,00  3,42/82,09  3,88/73,28  3,73/61,41

Substituida 4.92/102.65

Metina Metila
(Hy’/Cy) (H3’/C3%)
3,67/78,51 331/77,22  *3,49/77,98 *3.62/77,98 3,86/67,36 1,00/19,15

Substituinte Metilenos (H;’/C;”)
2'-hidroxipropil

*Hidrogénios diastereotdpicos

Diferente de HP-B-CD, o espectro de prétons da curcumina apresenta uma
diversidade de sinais na regido de baixo campo (acima de & 6 ppm) — devido ao nimero
significativo de insaturacdes presentes nesta molécula (Figura 35A). A atribuicdo do
deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos, olefinicos e metoxila foi realizada baseado
em Benassi et al. (2008) (Tabela 18).

Os espectros de prétons dos complexos HP-CD/Cur em DO exibem os sinais
intensos caracteristicos de HP-B-CD (Figura 36). Nas expansdes de 6 6 a 8 ppm, alguns sinais
relativamente menores correspondentes a curcumina sdo observados; a baixa resolucdo e
intensidade destes podem estar associadas a inclusdo intracavitdria, responsavel por reduzir a
exposicdo ao D20. Esta hipotese ¢ suportada pelo espectro de protons obtido em DMSO-ds
(Figura 37). Em DMSO-ds, a curcumina se encontra extraida das formulacdes, tornando seus
sinais mais proeminentes. Em ambos os casos, os sinais de curcumina indicam que o
aprisionamento foi bem-sucedido.

Evidéncias adicionais da formacdo do complexo podem ser obtidas a partir de
variagdes de deslocamento quimico. De acordo com Gerola et al. (2015), mudangas no
deslocamento quimico de prétons internos, como H3 (localizado no lado largo da cavidade) e
Hs (situado no lado estreito da cavidade), sugerem a ocorréncia de interagdes hidrofdbicas

héspede-hospedeiro.
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Figura 35 — Espectro de RMN 'H para curcumina (CUR) a 25

°C
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em DMSO-ds (A) e HP-B-CD a 70 °C em D-O.
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Tabela 18 — Atribui¢des de deslocamento quimico dos prétons da curcumina.

Préton Curcumina Grupo funcional Estrutura
a,a’ 7,53-7,54 olefinicos
b, b’ 6,73-6,76 olefinicos
c,c’ 7,31-7,32 aromaticos
d,d 7,14-7,16 aromaticos
€ e’ 6,82-6,84 aromaticos {1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)
f, f 3,84 éter hepta-1,6-dieno-3,5-diona

Fonte: elaborado pelo autor.

Nos complexos HP-CD/Curs, HP-CD/Curio € HP-CD/Cur;s, deslocamentos iguais
para baixo campo de Ad +0,06 ppm foram registrados para Hz ¢ Hs. Em HP-CD/Cur,
deslocamentos de Ad +0,05 e +0,04 ppm foram observados para Hs; e Hs, respectivamente.
Provavelmente, o deslocamento de prétons em HP-B-CD ¢ atribuido aos campos de desprotecao

gerados pela anisotropia diamagnética dos anéis aromaticos da curcumina.
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Figura 36 — Espectros de RMN 'H para os complexos HP-CD/Cur obtidos a 70 °C em D,0.
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para os complexos HP-CD/Cur obtidos a 25 °C em DMSO-de.
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Figura 37 — Espectros de RMN 'H
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Além disso, os valores AS(H3) e Ad(Hs) sdo usados para avaliar o modo de inclusdo
do hospede na cavidade, com Ad(Hs) >Ad(Hs) indicando inclusdo parcial e AS(H3z) < Ad(Hs)
para inclusao total (GEROLA et al., 2015).

Em HP-CD/Curs, HP-CD/Curio € HP-CD/Cur;s, onde Ad(H3z) = Ad(Hs), a inclusao
cavitaria da curcumina ¢ completa. Para HP-CD/Curo, A3(H3) > Ad(Hs), sugerindo a inclusao
cavitaria parcial. Portanto, mais uma vez, fica evidenciado que o processo de inclusdo ¢
potencializado pelo ultrassom.

O espectro de NOESY 'H-'H de HP-CD/Curjo revela interagdes espaciais entre os
prétons da curcumina e de HP-B-CD (Figura 38). Para HP-B-CD, este experimento mostrou
exclusivamente acoplamentos dipolares entre os protons da ciclodextrina. Em HP-CD/Curio,
novas correlagdes sdo observadas na faixa de 8 6 a 8 ppm. Os crosspeaks em & 6,50/3,49,
6,50/3,51, 6,55/3,56, 6,73/3,74, 6,78/3,80 ¢ 6,82/3,84 ppm sao atribuidos aos acoplamentos
dipolares de protons olefinicos e aromaticos com Hs, H> (ambos os tipos de unidades), Hs
(unidade nao substituida), He¢ € H3 de HP-B-CD, respectivamente.

As correlagdes para os protons intracavitarios Hz e Hs eram esperadas devido as
variagdes de deslocamento quimico registradas em RMN 'H. Em contraste, as correlagdes para
Ha e H> sugerem interagdes extracavitdrias, mesmo que em menor extensao, pois esses nucleos
estdo posicionados para fora na conformacao de cone truncado (NARAYANAN et al., 2017).
Portanto, o experimento de NOESY sinaliza a probabilidade de algumas moléculas de

curcumina estarem adsorvidas na superficie do complexo.

4.6.7 DLS

O valores do didmetro hidrodinamico, IPD e do potencial Zeta para HP-B-CD,
mistura fisica e complexos HP-CD/Cur estao contidos na Tabela 19. A mistura fisica apresentou
tamanho de particula pelo menos 5 vezes maior que o estimado para HP-B-CD, indicando que
a simples combinagdo de precursores leva a aglomeragdo como consequéncia de interacdes
exclusivamente superficiais. A redugdo do tamanho de particula nos complexos HP-CD/Cur
sugere a inclusdo da curcumina na cavidade de HP-B-CD, conforme sinalizado por RMN.

Apos 10 min de ultrassonicagdo, as particulas atingiram 306 nm. Semelhantemente,
particulas de HP-B-CD/Cur e B-CD/Cur em torno de 295 nm foram preparadas por kneading
(WANG et al., 2020) e evaporacao de solvente organico (PANDA et al., 2022).
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Figura 38 — Espectro NOESY 'H-!'H para HP-CD/Cur obtido a 70 °C em D;O.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O tamanho hidrodindmico de HP-CD/Cur;s foi maior que o de HP-CD/Curo,
provavelmente devido a maior taxa de autoxidagdo. Quando degradada, a curcumina deve ser
liberada da cavidade; consequentemente, o tamanho de particula torna a se aproximar do
estimado para HP-B-CD.

A estabilidade das particulas pode ser avaliada pelo potencial Zeta, onde valores em
moddulo de maior magnitude indicam forgas repulsivas mais fortes, as quais evitam a agregagao

durante o periodo de armazenamento (SHAH et al., 2014).



Tabela 19 — Propriedades de HP-B-CD, mistura fisica (M.F) e curcumina (CUR); efeito do tempo de ultrassom nas caracteristicas dos complexos HP-CD/Cur.

Tempo dNe Rendimento  EC  CC Solubilidade Didmetro Potencial Koo Teor' de
sonicagdo (%) ) (%) aquosa (nm) IPD Zeta (min) curcumina em
(min) ° ° ’ (ug mL™") (mV) 30 dias (%)
HP-B-CD * * * * 412+8 0,5+0,1* —-15+1* * *
M.F * * * * 2117+9°  08+0,1° —17+12 * *
CUR * * * 0,42 * ¢ * 2,47%1073 *
0 78,8 132 28 160 560 +3°¢  0,5+0,1° -29+1° 9,99x10* 70,4
5 86,1 38,7 8,1 186 393+49 0,5+0,1* -24+1°  1,17x103 *
10 89,6 52,0 10,9 156 306+1°  0,3+0,1° -25+1°  3,24x10* 90,4
15 87,2 48,2 10,1 157 37037 03+0,1° -21+1¢ 735x10* 81,9

Fonte: elaborado pelo autor.
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nota: *ndo aplicavel; letras repetidas na mesma coluna indicam auséncia de significancia (p > 0,05) entre os grupos apos ANOVA unidirecional e teste de Tukey.



114

A carga superficial dos complexos HP-CD/Cur variou em médulo entre 21 ¢ 29 mV,
enquanto na mistura fisica e no HP-B-CD foram obtidos 17 e 15 mV, respectivamente. Como
observado, apds a inclusdao, ha um ganho de estabilidade pelos sistemas. Além disso, valores de
potencial Zeta comparaveis foram reportados para as particulas de B-CD/Cur (—29 mV)
(NTOUTOUME et al., 2016) e HP-B-CD/Cur (-22 a -28) (SERRI et al., 2017).

A estabilidade de armazenamento foi avaliada ao longo de 5, 10, 20 e 30 dias com
o complexo nao sonicado e com as formulagdes ultrassonificadas por 10 e 15 min (Figura 39).
Todos os complexos apresentaram distribui¢ao unimodal de tamanho particula até 30 dias de
armazenamento, com exce¢do de HP-CD/Curo, que com 20 e 30 dias apresentou distribui¢ao
bimodal sinalizando instabilidade.

O didmetro das particulas de HP-B-CD/Curp diminuiu de 560 nm para
aproximadamente 428 nm nos intervalos de 5 e 10 dias, com IPD de 0,44. Depois de 5 dias, o
teor de curcumina remanescente foi equivalente a 78% (Figura 40A), com a autoxidagao fora
da cavidade de HP-B-CD sendo a mais provavel causa da degradacao.

O potencial Zeta saiu de —29 + 1 mV para —14 + 3 mV e —20 = 1 mV apos a
estocagem por 5 e 10 dias (Figura 40B). No 20° dia, a distribui¢do do tamanho de particula ¢
dividida em duas populagdes (430 e 80 nm), sugerindo descomplexacao parcial — a autoxidagao
da curcumina segue até¢ o 30° dia e teor remanescente atinge 70,4%.

HP-CD/Curio apresentou as particulas mais estaveis. No 5° dia, o didmetro
hidrodindmico diminuiu de 306 + 1 para 275 + 3 nm. Essa redugdo inicial ¢ atribuida a
degradagdo da curcumina adsorvida na superficie, conforme sugerido por NOESY 'H-'H, um
processo semelhante ao da formulagdo HP-CD/Curo. No entanto, a reducdo foi menos
pronunciada devido a maior taxa de inclusdo intracavitaria promovida pela ultrassonicacao.
Motivada pela lenta descomplexacdo, entre o 10° e 30° dia, o tamanho de particula aumentou
gradualmente até 392 + 6 nm. Ao final do armazenamento, apenas 10% do teor inicial de
curcumina no complexo foi perdido (Figura 40A); o potencial Zeta e o IPD tiveram valores de
—20 £ 2 mV e 0,35 + 0,04, respectivamente. IPD abaixo de 0,5 sdo desejaveis, pois indicam
homogeneidade da amostra (SERRI et al., 2017).

HP-CD/Curis foi a segunda formulagdo com melhor desempenho no ensaio.
Durante o armazenamento, o tamanho de particula aumentou de 370 + 3 para 440 = 4 nm; o

potencial Zeta foi reduzido a—19 = 1 mV e o IPD se manteve na faixa de 0,32.
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Figura 39 — Distribuicdo do tamanho das particulas dos complexos HP-CD/Cur armazenados a 5 °C por 30 dias.
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Figura 40 — Teor de curcumina (A) e potencial Zeta (B) para HP-CD/Cur,, HP-CD/Cur;o e HP-CD/Curs.

[ JHP-cD/Cur,
[ HP-cD/Cur,,
Il HP-CD/Cur,;

N

o

o
1

150 -
* . L% . * . . *
——
100 -+
0| N T
50 K Slsg

Teor de curcumina (%) »

o

5 10 20 30
Tempo (dias)

(B)
-35
[JHp-cD/Cur,
-30 - i [JHp-cpicur,,
B HP-cD/Cur,,
-25 -
S
£ -20- 1
& 154 { }
N
-10 -
-5
0 L] L] L] L]

0 5 10 20 30
Tempo (dias)

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: (*) indica diferengas significativas onde p < 0,05 ap6s ANOVA unidirecional e teste de Tukey.
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4.6.8 Efeito do tempo de ultrassom nas propriedades dos complexos de inclusdo

Uma comparacdo entre as propriedades dos complexos de inclusdao obtidos em
diferentes intervalos de sonicagdo ¢ a curcumina livre é mostrada na Tabela 19. HP-CD/Cury
(sem ultrassom) apresentou menor rendimento de recuperacao, eficiéncia de encapsulamento,
carga de curcumina e estabilidade em meio aquoso reduzida; maior potencial Zeta e didmetro
particula — quando comparado aos complexos preparados com ultrassom. HP-CD/Cur €
ligeiramente menos autoxidado que HP-CD/Curs, no entanto, a sua degradagao ¢ bem superior
as que ocorrem HP-CD/Curio e HP-CD/Curs.

O rendimento, a eficiéncia de encapsulamento e a carga de curcumina aumentaram
at¢é 10 min de sonicacdo, apds isso diminuiram. Em contraste, at¢ 10 min, o diametro
hidrodindmico das particulas foi diminuido e, em seguida, aumentou. A melhoria da
solubilidade em 4gua ¢ notavel, com o melhor resultado registrado para HP-CD/Curs, com um
aumento de 440 vezes — vale relembrar que as demais formulagdes apresentaram um aumento
de cerca de 360 vezes. Outra limitacdo contornada pelos complexos foi a taxa de autoxidagao
da curcumina, que juntamente a solubilidade aquosa, instigaram a sintese desses materiais.

A constante de velocidade de autoxidag¢do da curcumina diminuiu até 10 min de
exposicao ao ultrassom, mas torna a aumentar quando o tempo de sonicagdo atinge 15 min. O
tempo necessario para a autoxidacao atingir 50% do contetido de curcumina na forma livre, em
HP-CD/Curo e HP-CD/Curs € de 4,7, 11,6 e 10 h — respectivamente.

Para HP-CD/Curis, o tempo de meia-vida € de 15,7 h, enquanto para HP-CD/Curio
ele excede um dia (35,6 h). Quando o complexo foi sonicado por 10 min, a preservacao da
estrutura quimica da curcumina foi 7,6 vezes maior. HP-CD/Curio apresentou o menor diametro
hidrodinadmico, similar potencial Zeta, maior teor de curcumina tanto no estdgio inicial quanto
apods 30 dias de armazenamento e a menor velocidade autoxidagdo (Tabela 19). Portanto, este

foi selecionado para avaliagdo da morfologia por MFA e ensaios subsequentes.

4.6.9 MFA

A Figura 41 ilustra as imagens de MFA obtidas para HP-B-CD e HP-CD/Curio. Os
tamanhos de particula de HP-B-CD e HP-CD/Curio foram estimados em 43,1 e 36,3 nm,

respectivamente.
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A diferenga entre os tamanhos de particulas determinados por DLS e MFA ¢
atribuida as metodologias. As medi¢des de MFA sao realizadas com particulas secas, portanto,
ndo ha interferéncia de camadas i6nicas ou solventes associados (RIBEIRO ef al., 2024).

As duas amostras apresentaram particulas com formato esférico. A compactagao do
tamanho apos a formacdo do complexo € consistente com o observado no DLS. Em relacao a
outros complexos, as particulas de HP-CD/Curo apresentaram tamanhos semelhantes ou até
menores — 70 a 274 nm para B-CD/Cur (MA et al., 2014; PANDA et al., 2022) e 20 a 30 nm
para HP-B-CD/Cur (KHATUN et al., 2023).

Figura 41 — Imagens de MFA em modo de fase (A e C) e modo de altura (B ¢ D) para HP-B-CD ¢ HP-CD/Cur;o.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.6.10 Atividade antioxidante e antibacteriana de HP-CD/Curiy, in vitro

A Figura 42A apresenta o percentual de captura de radicais ABTS™ para a
curcumina livre e HP-CD/Cur;o — cujo valores sdo dependentes da massa , variando de 74,9%
(3 mg mL™") a 94,5% (12 mg mL™"). Na faixa de concentragio testada, HP-B-CD ndo exibiu

acdo antioxidante.
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Figura 42 — Percentuais de captura de radicais ABTS** para curcumina livre (CUR) e HP-CD/Curio (A);
porcentagem de inibig@o bacteriana apos tratamento com HP-CD/Curyo (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: (*) indica diferencas significativas onde p < 0,05 apés ANOVA unidirecional e teste de Tukey. S. aureus
ATCC 43300 (resistente a meticilina) e E. coli ATCC 35218 (resistente a ampicilina).
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A curcumina livre demonstrou uma capacidade reduzida de eliminar radicais
ABTS™ devido a sua baixa solubilidade e estabilidade em dgua — limita¢des que foram
efetivamente contornadas em HP-CD/Curio. Comparando sua acao na maior dose estudada com
a atividade do complexo na menor concentragdo, o percentual alcangado pelo HP-CD/Curio
(74,9%) foi quase 10 vezes maior que o alcangado pela curcumina livre (7,7%).

A acdo antioxidante da curcumina ¢ proveniente dos grupos fendlicos em sua
estrutura quimica (LIN ef al., 2023). Os fendis reduzem a estrutura oxidada do radical ABTS™,
fornecendo-lhe 4tomos de hidrogénio ou elétrons (ECHEGARAY et al., 2021).

Os radicais livres causam sérios danos aos componentes celulares, induzindo
estresse oxidativo, disfuncdo celular, apoptose e necrose. Além disso, sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de diversas patologias cronicas em humanos, como doenga inflamatdria
intestinal, Ulcera diabética, artrite reumatoide, degeneracdo do disco intervertebral; disturbios
cardiovasculares, renais e do sistema nervoso (SINGH, 2024; XIE et al., 2024).

No estresse oxidativo prolongado, onde hd uma interrup¢do da homeostase redox,
a acdo antioxidante do sistema enddgeno se torna limitada, sendo a suplementagdo com agentes
exdgenos uma alternativa viavel para eliminar o excesso de radicais livres (SINGH, 2024) —
uma funcdo que poderia ser desempenhada por HP-CD/Curo.

Na Figura 42B sdo apresentados os valores percentuais de inibi¢ao bacteriana de
HP-CD/Curi contra as cepas S. aureus, S. aureus — MRSA ¢ E. coli. Na faixa de concentragdao
testada, HP-B-CD nao apresentou atividade antibacteriana contra nenhuma das cepas avaliadas.
Em contrapartida, a curcumina incluida em HP-CD/Curo foi capaz de inibir com sucesso as
cepas S. aureus e S. aureus — MRSA, na concentragio inibitdria minima (CIM) de 660 ug mL™".
Os baixos percentuais de inibicdo atingidos para E. coli impossibilitaram a determinacao da
CIM para esta cepa bacteriana.

A cepa S. aureus — MRSA ¢ resistente a antibidticos B-lactdmicos, como meticilina,
penicilina e cefalosporinas. A cicatrizagdo de feridas infectadas por esta cepa ja foi promovida
por nanoligdmeros de poli(citrato-poliglicol-curcumina) (PCGC) — a contracdo da ferida foi de
18+ 1% e 8,2 + 0,5% para a curcumina e PCGC, respectivamente, o que demostra manutengao
da atividade antibacteriana do principio ativo ap6s encapsulamento (LENG et al., 2024).

A CIM da curcumina para 50 isolados clinicos de S. aureus — MRSA foi relatada
por Alqahtani et al. (2024), sendo de 125 pg mL™!. No entanto, para Vatani et al. (2024) esses
valores variaram entre 310 — 620 ug mL™!, em isolados de feridas infeccionadas, demonstrando

que as discrepancias podem estar condicionadas as diferencas fenotipicas entre os isolados.
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Até o momento, um Unico sistema nanoparticulado a base de HP-B-CD e curcumina
(TiO2/Cur/HP-B-CD) conseguiu coibir a cepa S. aureus — MRSA. Essas nanoparticulas nao
apresentaram efeito antibacteriano em condi¢des sem luz, mas sua atividade antibacteriana foi
efetivada sob exposi¢cdo luminosa, com uma taxa de sobrevivéncia das cepas de 25,5% na
concentracdo de 500 pg mL™" (SU et al., 2024).

A acdo antibacteriana da curcumina é multimecanistica. Ela pode se ligar a tubulina,
o que inibe a polimerizacao dos microtubulos e interfere na sintese proteica bacteriana. Também
inibe a formagao de homologos da tubulina, que possuem um papel crucial na divisdo celular
bacteriana. Além disso, aumenta a permeabilidade da membrana celular bacteriana ao se inserir
na bicamada lipidica (DEVADHARSHINI, MOHANTY e PAUL, 2024).

A Figura 43 mostra imagens de MFA de colonias de S. aureus — MRSA tratadas
com HP-CD/Curio em concentra¢des sub-CIM e CIM, com base no teor de curcumina. O grupo
controle ndo apresentou alteragdes na morfologia bacteriana, com as bactérias permanecendo
cocoides, formando colonias bem organizadas e apresentando altura uniforme. O tratamento
com HP-CD/Curio em concentragdes sub-CIM e CIM levou a mudangas perceptiveis nas
caracteristicas morfologicas e na escala de altura, afetando a homogeneidade celular e a
superficie da parede celular.

Essas alteracdes pos-tratamento foram confirmadas pelas medidas de altura e
rugosidade (Figura 43J-K), que revelaram um aumento significativo nos dois parametros a
medida que se elevou a concentracdo. Nas medi¢cdes de MFA, o aumento da rugosidade
bacteriana ¢ uma resposta bem documentada da agdo antimicrobiana, como visto nos
tratamentos de Staphylococcus epidermidis com esqualamina (CHATEL et al., 2023); S. aureus
com lisostafina (FRANCIUS et al., 2008) e sais de flavilio aminado (CORREIA et al., 2024).

O aumento do tamanho de S. aureus — MRSA provavelmente se deveu a maior
permeabilidade da membrana celular bacteriana, uma reacdo ja observada na atuacdo da
curcumina como antimicrobiano. A membrana celular desempenha um papel crucial na
regulacdo da troca de substancias entre os ambientes intracelular e extracelular. Portanto, o
aumento da permeabilidade pode influenciar no fluxo de compostos para as cepas S. aureus —
MRSA, levando a altera¢des no tamanho da célula.

A inibicao de S. aureus — MRSA enfatiza o potencial antibacteriano do complexo
HP-CD/Curyo, principalmente no combate de infecgdes que podem ser causadas por esse
microrganismo. A resisténcia bacteriana ¢ um problema de satide publica que exige estratégias
inovadoras, visto que as projecdes sugerem que esta ameaca podera causar aproximadamente

10 milhdes de mortes por ano em todo o mundo até¢ 2050 (MURRAY et al., 2022).
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Figura 43 — MFA da atividade antibacteriana de HP-CD/Curjo contra S. aureus ATCC 43300. Imagens
correspondentes ao grupo controle: imagem 3D (A), imagem de altura 2D (B) e imagem de amplitude 2D (C).
Imagens correspondentes ao grupo tratado em concentragdo sub-CIM: imagem 3D (D), imagem de altura 2D (E)
e imagem de amplitude 2D (F). Imagens correspondentes ao grupo tratado em concentragdo CIM: imagem 3D (G),
imagem de altura 2D (H) e imagem de amplitude 2D (I). Todas as imagens tém resolu¢do de 512x512 pixels.
Graficos de altura (J) e rugosidade média (K) da atividade antibacteriana de HP-CD/Curo contra S. aureus ATCC
43300. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. Significancia estatistica: * (p<0,0002).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.6.11 Citotoxicidade da curcumina e HP-CD/Cur g, in vitro

A Figura 44A-B apresenta a viabilidade de células murinas ndo cancerosas (L929)

apos 72 h de exposicao a curcumina livre e ao complexo de inclusdo HP-CD/Curo.
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Em ambos os grupos, a viabilidade celular foi dependente da concentracdo. Efeitos
antiproliferativos foram registrados para a curcumina livre, com uma concentragdo inibitoria
média (Clsp) de 8,5 pg mL™'. No entanto, quando incluida em HP-CD/Curio, a
citocompatibilidade do composto ativo foi significativamente melhorada, com a Clso estando
acima de 54,5 pg mL™".

A citotoxicidade para linhagens celulares normais, como células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) e fibroblastos humanos (HFF-1), ja foi relatada para a
administracao livre da curcumina (COPETTI et al., 2022). Para PBMCs, a Clso da curcumina
foi determinada 72 h de exposi¢do, sendo 14,9 mg mL"!. Devido & ndo linearidade das curvas,

a Clso ndo pode ser determinada em HFF-1. No entanto, a inibi¢do celular foi evidenciada.

Figura 44 — Viabilidade celular obtida para a linhagem celular ndo cancerosa L929 apo6s 72 h de tratamento com
a curcumina livre (A) e HP-CD/Cur) (B).

(A) (B)
;@' 150 '6? 150
v T g
8 8 o
2 100+ 2 Lo00-
') [
Q (v}
[]
B -
g 50 :‘.3 50~
F 3
] 8
> 0- T T T > 0= T T T
C- 016 0.310.621.25 25 5 10 20 C- 0.85 1.7 34 6.8 136 27.5 545
Concentragao de curcumina (pg mL-1) Concentracao em termos de curcumina (pg mL—1)

Fonte: elaborado pelo autor.

Recentemente, foi observada a reducao da citotoxicidade da curcumina em células
renais humanas normais (293T) a partir do encapsulamento em nanocristais a base de amido
modificado com anidrido octenil succinico (CHEN et al., 2024b). Em ambos os grupos, a
proliferacdo celular foi dependente da concentragdo. A 29,5 mg mL™', a curcumina livre e os
nanocristais carregados apresentaram viabilidades de 30 e 50%, respectivamente. O efeito
protetor exibido pelos nanocristais foi associado a matriz polimérica modificada.

Semelhantemente, o efeito protetor experimentado por HP-CD/Curio pode ser
atribuido a HP-B-CD, que ¢ considerado toxicologicamente bem tolerado para humanos e
animais por meio de multiplas vias de administracdo (GOULD e SCOTT, 2005).

A redugdo da toxicidade da curcumina em células L929 por HP-CD/Curjo revela a
capacidade desta formulagdo de atuar na administragdo de ativos, onde a a¢do farmacologica

deve ser garantida ao passo que danos colaterais sao reduzidos.
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4.6.12 Digestio da curcumina e HP-CD/Curg,in vitro

A Figura 45 apresenta a concentragao de curcumina solivel no meios durante as
etapas do processo digestivo para a administragao livre e o complexo de inclusao HP-CD/Curo.

Na pré-ingestdo, a concentragdo de curcumina na forma livre ¢ em HP-CD/Curio
foide 9 =1 €294 + 5 pg mL™", respectivamente. Como esperado, os valores obtidos também
refletem a melhora na disponibilidade aquosa da curcumina pela formacao do complexo.

Na fase salivar, a concentra¢ao de curcumina diminuiu para ambos os grupos, com
areducdo na forma livre e no complexo HP-CD/Curio sendo de 32 e 8,5 vezes, respectivamente.
Devido ao pH desta etapa (7), as redugdes observadas foram atribuidas a velocidade de
degradacdo da curcumina, que ¢ mais rdpida em meio neutro e basico do que em condi¢des
acidas (KUMAR et al., 2016). Adicionalmente, para HP-CD/Curjo, a agdo da a-amilase salivar
precisa ser considerada.

A a-amilase salivar ¢ uma enzima que hidrolisa o amido e seus derivados clivando
a ligacdo glicosidica a (1—4). A hidrdlise pode resultar em carboidratos simples, como glicose
e maltose (ZHANG, CHEN e CHEN, 2022). Como um derivado do amido, HP-B-CD ¢
suscetivel a hidrélise. Consequentemente, nesta fase, uma fragao substancial de HP-CD/Curig
deve ter sido estrutura hidrolisada, expondo as moléculas de curcumina ao fluido salivar.

A adicdo de fluido géstrico foi marcada pela reducdo mais moderada da
concentragdo de curcumina em HP-CD/Curo (cerca de 1,25 vezes). Como esta etapa tem pH 3,
a degradag¢do da curcumina foi mais lenta. Curiosamente, a concentragdo de curcumina na
forma livre aumentou 2,32 vezes, o que pode ser atribuido ao aumento da dissolugdo em
condi¢des com maior volume de fluido (salivar + géstrico).

O aumento da concentracdo de curcumina na forma livre durante a digestao
gastrointestinal também foi observado no trabalho de Ai ef al. (2023). Aparentemente, o uso de
lipase na fase gastrica ndo influenciou diretamente na hidrolise de HP-CD/Curio ou da
curcumina, uma vez que esta enzima catalisa a digestao de lipidios pela clivagem de ligacdes
dos grupos éster (KERGOMARD et al., 2022).

Com a adicao de fluido intestinal, a concentragdao de curcumina em HP-CD/Curig
diminuiu novamente, caindo 5,7 vezes. Nesse grupo, a intensidade da reducao ¢ explicada pela
taxa de degradacdo a medida que o pH retorna a 7. Para a forma livre, o aumento na

concentragdo durante a transicao de fase ndo foi significativo (p > 0,05).
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Segundo Araiza-calahorra, Akhtar e Sarkar (2018), a bioacessibilidade se refere a
fracdo de um composto bioativo que estd soltivel no fluido gastrointestinal, podendo ser
absorvido pelas células epiteliais. Em termos de massa soluvel, durante o periodo
gastrointestinal, a curcumina em HP-CD/Curio variou de 0,40 + 0,03 a 0,16 = 0,01 mg. Por
outro lado, na forma livre esta variou de 0,01 + 0,01 a 0,02 + 0,01 mg, praticamente zero.

HP-CD/Curio melhorou significativamente a bioacessibilidade da curcumina,
obtendo um aumento de 40 vezes na fase gastrica ¢ um aumento de 8 vezes na fase intestinal
comparado a administragdo livre. Essa melhora ¢ atribuida a maior solubilidade e estabilidade
da curcumina quando na forma de HP-CD/Curio.

Além disso, esse aprimoramento supera o atingido por outros veiculos de
curcumina apo6s a digestdo, como as nanoparticulas de goma arabica (0,03 mg) (Al et al., 2023)
e as microesferas de gelatina (~0,006 mg) (GOMEZ-ESTACA, GAVARA ¢ HERNANDEZ-
MUNOZ, 2015).

Figura 45 — Teor de curcumina soluvel nos meios durante a digestdo simulada in vitro para a curcumina livre e o
complexo de inclusdo HP-CD/Curj.
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: (*) indica diferengas significativas onde p < 0,05 ap6s ANOVA unidirecional e teste de Tukey.
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Hidrogéis aditivados com
HP-CD/Curio
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4.7 Hidrogéis aditivados com HP-CD/Cur1o

Os hidrogéis carregados com a curcumina foram desenvolvidos a partir da
formulacao GEL-50B, a qual foi incorporada com o complexo HP-CD/Curio (Figura 46).

O GEL-50B foi escolhido para elaboragao desses materiais por causa do maior grau
de reticulacdo. Isso lhe atribuiu tgel mais curto, resisténcia mecanica, poros menores € taxa
moderada de intumescimento — caracteristicas que podem favorecer a liberagdo da curcumina
de forma controlada.

No hidrogel aditivado, a concentracdo final de HP-CD/Curio foi admitida
idealizando a manuten¢do das atividades antioxidante, antibacteriana e biocompatibilidade,
certificadas anteriormente para HP-CD/Curio. Teoricamente, a concentragdo de 6 mg mL™"
seria necessaria para atingir a captura dos radicais ABTS™ acima de 80% e a Clso das cepas de
S. aureus. No entanto, nesta composi¢io, a concentragio de curcumina seria de 660 pg mL™",
aqual € ~12 vezes superior a maior concentragao testada no ensaio de citotoxicidade das células
normais 1.929.

Para evitar a incompatibilidade dos biomateriais e acessar simultaneamente as
acdes farmacologicas, a concentracdo teorica de HP-CD/Curio foi reduzida em 1,5 vezes,
fixando-a em 4 mg mL~'. Além de projetar um adequado comportamento biolégico, deve-se
precaver a influéncia do teor de um aditivo na matriz polimérica de um hidrogel — que
geralmente altera a interagdo entre sitios da reticulacdo, o tgel e as propriedades reologicas.
Com o intuito de verificar tais influéncias, também foi adicionada em testes piloto a
concentracdo de 2 mg mL™' — de valor 2 vezes inferior, o que possibilitara um diagnéstico
preciso nestes quesitos. Os géis obtidos foram denominados como GEL-Cur> e GEL-Curs, em

referéncia a concentragdo final de HP-CD/Curio nos sistemas.

4.7.1 FT—IR

A Figura 47 apresenta os espectros de FT—IR para GEL-Cur,, GEL-Curs e materiais
precursores. De modo similar as matrizes sem HP-CD/Curio, os hidrogéis aditivados exibem
bandas de absor¢do nas mesmas regides dos polimeros GCOx50 e NSQ-B. Infelizmente, a
intensidade das bandas entre 1562 e 1649 cm™' sobrepde as absorgdes em 1511 e 1628 cm™!,
que identificariam a presenga de curcumina nas formulacdes. A principio, a extensdo da
reticulagdo via base de Schiff ndo foi afetada nos géis, uma vez que a banda em 1730 cm™

(referente aos grupos aldeidicos) foi consumida.
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Figura 46 — Procedimento de obtengao dos hidrogéis aditivados com o complexo HP-CD/Curjy.
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Figura 47 — Espectros de FT—IR das formulagcdes GEL-Cur e dos respectivos precursores com expansdes na regiao
entre 1800—1500 cm ™.
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4.7.2 Propriedades reologicas: tgel e forca de gel
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A Figura 48 e a Tabela 20 apresentam o tempo de gelificagao e a forga de gel das

formulacdes GEL-Cur estimados por reologia oscilatoria. Em relacdo ao GEL-50B, a adi¢ao do

HP-CD/Curi s6 proporcionou um aumento significativo do tgel em GEL-Curs (p > 0,05).

Esse acréscimo de 3 vezes, provavelmente, deve-se a impedimentos estéricos

proporcionados pelas particulas do complexo, que dificultam a aproximagao dos sitios reativos

(grupos aldeidicos e aminas primarias) nos polimeros precursores, € consequentemente,

retardam a reticulagdo via base de Schiff.

Para Oliveira et al. (2021), o teor do complexo B-CD/Cur na composi¢do de

hidrogéis a base de goma gelana e quitosana também foi responséavel por retardar a gelificacao

dessas formulacdes. Segundo os autores, B-CD/Cur interfere na pronta interacdo entre as

cadeias polissacaridicas ao blindar os sitios de reticulacao.

Figura 48 — Modulos G’ e G*’ durante o processo de gelificacdo (A e B); Modulo G’ (forca de gel) (C e D) para
GEL-Cur; e GEL-Curs a 37 °C — gréficos representativos.
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O tgel do GEL-Cur; e GEL-Curs se alinha aos reportados para outros hidrogéis que
veiculam a curcumina com diversas finalidades (Tabela 20). Apesar do maior tgel, o GEL-Cury
gelifica mais rapidamente que as formulagdes desenvolvidas por Yuan et al. (2022) —
compostas por amido oxidado, gelatina e o complexo B-CD/Cur (reticuladas via base de Schiff).
Na maior concentra¢io de B-CD/Cur (2,5 mg mL ™), o tgel foi de aproximadamente 15 min.

O moédulo de armazenamento foi ligeiramente intensificado com a incorporagao do
complexo HP-CD/Curio (Tabela 20). Essa intensificacdo pode ser atribuida ao aumento da
resisténcia mecanica, proporcional a concentracdo de HP-CD/Curjo.

A magnitude do mddulo de armazenamento foi expressivamente intensificada em
hidrogéis a base de gelatina e alginato oxidado, reticulados via base de Schiff, a partir da
incorpora¢do de microesferas de quitosana-curcumina. O aumento do G’ foi proporcional a
concentracdo do aditivo nas formulagdes, que variou de 10 a 30 mg mL™!. No maior teor, o
valor de G’ foi 2,45 vezes superior ao reportado para a matriz sem as microesferas
(AMIRYAGHOUBI et al., 2024).

A resisténcia mecanica determina a capacidade do hidrogel de manter sua
integridade estrutural sob atuacdo das forcas de deformacdo. Contribui para a preservacao do

biomaterial durante a liberagdo de farmacos, assegurando uma difusdo mais adequada

(THANG, CHIEN e CUONG, 2023).

4.7.3 TGA

A Figura 49 apresenta as curvas de TGA para as formulagdes GEL-Cur e GEL-50B;
além dos precursores NSQ-B, GCOx50 e HP-CD/Curio. As amostras possuem um evento de
perda de massa antes de 100 °C, atribuido a evaporacdo de d4gua, enquanto os outros estdo acima
de 200 °C. O evento que varia entre 214 a 225 °C ¢ registrado nitidamente nos trés hidrogéis e
tenuamente em GCOx50, estando ausente na NSQ-B ¢ no aditivo HP-CD/Curio.

Nos géis, o evento principal, que ocorre entre 296 e 313 °C, deve ser associado a
decomposic¢do de térmica do polimeros — como também observado por Zou et al. (2025b). Os
autores elaboraram formulagoes baseadas em Ganoderma lucidum oxidada e carboximetil
quitosana, reticuladas via base de Schiff. O evento principal desse materiais foi registrado entre
270 e 340 °C, com a perda de massa sendo atribuida a quebra das ligacdes glicosidicas e das

estruturas sacaridicas nos percursores modificados.
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Tabela 20 — Tempo de gelificagdo (tgel) e modulo de armazenamento (G’) obtidos para GEL-Cur, GEL-50B e formulagdes da literatura a 37 °C.

Amostra Composi¢io Reticulagdo Finalidade/ Terapia tgel (s) G’ (Pa) Referéncia
GCM-0,5 FCHO-CUR ¢ Gel Base de Schiff l:cheras da diabetes 667 * Zhang et al. (2023a)
GCM-1,0 FCHO-CUR e Gel Base de Schiff Ulceras da diabetes 322 * Zhang et al. (2023a)
GCM-2,0 FCHO-CUR e Gel Base de Schiff Ulceras da diabetes 105 * Zhang et al. (2023a)
GGOx/QTS1; GGO e QTS Base de Schiff Anticancer colorretal ~ 90 * Dalei et al. (2023)
GGOx/QTS12 GGO e QTS Base de Schiff Anticancer colorretal ~ 60 * Dalei et al. (2023)
GGOx/QTS3 GGO e QTS Base de Schiff Anticancer colorretal ~ 48 * Dalei et al. (2023)
GEL-Cur3 Gel e AGO Base de Schiff Regeneragdo dssea 30 9,28x10°  Amiryaghoubi et al. (2024)
GEL-Cury Gel e AGO Base de Schiff Regeneragdo dssea 60 1,30x10*  Amiryaghoubi et al. (2024)
GEL-Curj Gel e AGO Base de Schiff Regeneragdo dssea 120 1,52x10*  Amiryaghoubi et al. (2024)
GEL-50B GCOxso e NSQ-B Base de Schiff * 68,5+0,12 442 Presente trabalho
GEL-Cur; GCOx50, NSQ-B ¢ HP-CD/Curip  Base de Schiff  Entrega oral / cicatrizagdo 80,3 +£ 0,32 473 Presente trabalho
GEL-Cury GCOx50, NSQ-B e HP-CD/Cur;o  Base de Schiff  Entrega oral / cicatrizagio  207,5 £ 5° 519 Presente trabalho

Fonte: elaborado pelo autor.
nota: letras repetidas na mesma coluna indicam auséncia de significancia (p > 0,05) entre os grupos apés ANOVA unidirecional e teste de Tukey; * ndo se aplica.

Composigoes: Gel (gelatina) e FCHO-CUR (micelas de curcumina e Pluronic F127 funcionalizado com benzaldeido); 3Gel:xFCHO-CUR (m/m) (GCM-x). GGOx (goma guar
oxidada) e QTS (quitosana); 2GGOx:2QTS (GGOx/QTS11), 2GG0:4QTS (GGOx/QTS12) e 2GGO:6QTS (GGOx/QTS12) (m/m). Gel e AGO (alginato oxidado) propor¢ao fixa
de 1AGO:3Gel (m/m); GEL-Curjo (10 mg mL"' de microesferas QTS-CUR), GEL-Curz (20 mg mL"! de microesferas QTS-CUR) e GEL-Curso (30 mg mL-! de microesferas
QTS-CUR).
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Em relacdo ao GEL-50B, a temperatura referente 8 méxima velocidade degradacao
s foi deslocada positivamente na formulagdo GEL-Cur4 (300 para 313 °C), demonstrando que
estabilidade térmica da matriz pode ser aprimorada pela incorporacao de HP-CD/Curio na

concentragio de 4 mg mL ™.

Figura 49 — Curvas de TGA e derivadas para as formulagdes Gel-Cur em atmosfera de N, gy de 25 a 700 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.7.4 Efeito da concentrag¢do de HP-CD/Curig nas propriedades dos hidrogéis
As propriedades sdo significativamente modificadas no GEL-Curs. A incorporagao

de HP-CD/Curio na concentragio de 4 mg mL™' aumenta a estabilidade térmica e a resisténcia

mecanica, mas provoca reticulacdo mais lenta (Tabela 21).
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Na inclusao de um aditivo, aumento do tgel pode ser prejudicial para a aplicagdo in
situ dos hidrogéis, pois ha a possibilidade de ocorrer extravasamento das solu¢des precursoras
antes da gelificacdo do material. Entretanto, este problema parece nado ser o caso do GEL-Curg,
uma vez que géis injetaveis com tgel mais elevados foram bem-sucedidos na entrega local da
curcumina, como nos casos citados de Yuan et al. (2022) e Zhang et al. (2023a) com tgel
proximo 15 e 11 min, respectivamente.

Visto isso, e pela maior carga de curcumina, o GEL-Curs foi selecionado para os
testes posteriores. Inicialmente, foi verificada a sua viabilidade de uso em in situ através das

analises de injetabilidade, autocura e adesividade.

Tabela 21 — Efeito da concentracdo de HP-CD/Curjo nas propriedades dos hidroggéis.

Formulagdes [HP-CD/Curjo] (mg mL™") tgel (s) Modulo G’ (Pa) Td (°C)
GEL-50B 0 68,5+0,1° 442 300
GEL-Cur; 2 80,3 +0,3? 473 296
GEL-Cury 4 207,5 £ 5P 519 313

Fonte: elaborado pelo autor.

nota: letras repetidas na mesma coluna indicam auséncia de significancia (p > 0,05) entre os grupos apés ANOVA
unidirecional e teste de Tukey.

4.7.5 Injetabilidade, autocura e adesividade do GEL-Cury

A Figura 50A apresenta a fotografia da extrusdo da formulagdo GEL-Curs no ensaio
de injetabilidade. Durante o teste, nenhuma obstru¢do de fluxo do hidrogel foi observada. Apos
injecao, o material gelificou rapidamente, nao ocorrendo separacao de seus precursores no local
de aplicacao.

Adicionalmente, a Figura 50B mostra a dependéncia da viscosidade da formulacao
GEL-Curs com o aumento da taxa de cisalhamento, caracterizando um comportamento
pseudoplastico. O aumento da fluidez com cisalhamento ratifica sua injetabilidade, pois sob
estresse a menor viscosidade permitiria a injecao (GENG et al., 2025).

Hidrogéis injetaveis promovem terapias minimamente invasivas em comparagao
aos métodos tradicionais. Estes sdo capazes de reduzir significativamente o trauma tecidual,
aceleram a recuperagdo e aumentam a precisao do tratamento que estao envolvidos. Além disso,
viabilizam a liberagdo localizada, garantindo que o agente atue de forma eficiente na regiao
lesionada, maximizando os efeitos farmacoldgicos. Simultaneamente, estes carreadores
funcionam como uma barreira fisica para os farmacos, prevenindo a degradacdo in vivo e

prologando a meia-vida biologica (GUO et al., 2025).
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Figura 50 — Ensaio de injetabilidade na seringa (A); dependéncia da viscosidade com a taxa de cisalhamento
(injetabilidade reoldgica) (B); ensaios de autocura macroscéopica (C-D) e autocura reologica (F) do GEL-Cury.
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A capacidade de autocura do GEL-Cur4 foi avaliada por observagdo macroscépica
(Figura 50C-E) e por reologia oscilatoria (Figura 50F). O ensaio visual envolveu a preparagao
das amostras GEL-50B e GEL-Curs, com espessura e diametro de 3 e 18 mm, respectivamente.
As formulagdes foram seccionadas ao meio e um pedago de cada foi posto em contato por um
periodo de 30 min (Figura 50C-D). Posteriormente, o bloco formado pdde suportar seu peso
erguido, atestando a autocura (Figura 50-E).

Na varredura de deformacao, a inversao notoria entre os modulos G’ e G ocorre
em altas tensdes, acima de 80% (APENDICE A). Dessa forma, a autocura do GEL-Curs por
reologia foi verificada alternando condic¢des de baixa e alta tensdo (Figura 50F). A capacidade
de autorreparagdo foi atestada ao verificar que o GEL-Cur4 pode recuperar a sua elasticidade
apods a deformagdo. A autocura pode ser associada a dindmica de clivagem e reconstitui¢ao do
grupo imina entre as cadeias polissacaridicas (ZHANG et al., 2023b).

Na liberagdo de medicamentos, os hidrogéis autocuraveis apresentam de uma
vantagem consideravel em relacdo aos hidrogéis convencionais. A sintese de hidrogéis
convencionais envolve um processo de reticulagdo irreversivel, caso estes sistemas sejam
danificados mecanicamente durante o uso, ndo conseguem se regenerar. Consequentemente, as
formulagdes danificadas e expostas culminam em cinéticas de liberacdo descontroladas, que
levam a baixa eficiéncia e aumento de toxicidade (GUPTA, MUKHERIJE e GIRI, 2025).

Hidrogéis autocuraveis também sdo apreciados in situ devido a durabilidade
mecanica, a exemplo dos curativos de feridas. Geralmente, as forgas mecanicas geradas pelas
atividades humanas corrompem a integridade estrutural de hidrogéis-curativos comuns,
afetando na eficacia da reparacdo. Este problema ¢ corrigido nos materiais autorreparadores,
que quando rompidos, ndo comprometem a funcionalidade, pois restauram a estrutura original
(ZHANG et al., 20244d).

A Figura 51 contém fotografias que detalham a aplicagdo do GEL-Cur4 sobre o
dedo humano e sua performance no processo de flexdo. Em todas as posicdes, a excelente
adesdo do material foi verificada, sem qualquer dano aparente pro gel causado pelo movimento.

Hidrogéis injetaveis adesivos sdo adequados para recobrir lesdes profundas,
podendo destinar a locais inacessiveis células ou moléculas bioativas fundamentais para a
regeneragdo. Diferente dos hidrogéis tradicionais, o ancoramento protege o tecido da
irregularidade e rigidez associadas as matrizes pré-formadas. O mecanismo de adesdo da
formulagao GEL-Cur4 pode também ser explicado pela reversibilidade do grupo imina — ora na
forma parcial de dialdeido, a cadeia polissacaridica, pode formar novas bases de Schiff com as

aminas primarias constituintes da superficie tecidual (CUI e LI, 2025).
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Figura 51 — Ensaio de adesividade da formulagdo GEL-Curs.
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Devido a excelentes performance, o GEL-Curs apresenta boa perspectiva para
aplicagdes in situ, o que pode expandir sua proposta terapéutica. No entanto, o emprego desse
hidrogel também depende das taxas de liberacdo de curcumina em meios fisioldgicos

especificos — o que foi estudado posteriormente junto a morfologia da matriz com aditivo.

4.7.6 MEV do GEL-Cury

A Figura 52 apresenta as micrografias eletronicas de varredura das formulacdes
GEL-50B e GEL-Cury, utilizadas para avaliar o efeito da incorporagdo de HP-CD/Curio na
morfologia da matriz. Inicialmente, foi verificada a manuten¢ao da microestrutura 3D porosa
apos a incorporacdo do complexo na concentragio de 4 mg mL™" (Figura 52D). No entanto, em
comparagdo ao GEL-50B, o tamanho médio de poros foi reduzido de 42 + 1 para 34 £ 1 pm
(Figura 52G). Esta contragdo poderia ser explicada por interagdes supramoleculares entre o
complexo e a rede 3D polimérica, como ligagdes de hidrogénio.

A redugdo do tamanho médio de poros também foi observada por Yuan et al. (2022),
na incorporacao de B-CD/Cur no hidrogel de amido oxidado e gelatina. Esta foi proporcional a
concentragdo do complexo nas formulagdes, sendo atribuida a densificagdo da reticulagdo pelo
aumento das interagdes supramoleculares. O tamanho de médio variou de 166 a 192 um.

Em maior magnifica¢do, foi possivel visualizar no interior da estrutura porosa do
GEL-Cury as particulas esféricas de HP-CD/Curio (Figura 52E-F). Evidentemente, estas sao
ausentes nas micrografias do GEL-50B (Figura 52B-C). O diametro médio das particulas foi
estimado em 420 + 3 nm (Figura 52I), 11 vezes maior que o medido por MFA (topico 4.6.9). O
aumento do didmetro ja era esperado, uma vez que a concentragao do complexo no GEL-Cury
¢ quase 2000 vezes maior que a testada no ensaio de MFA. Portanto, as particulas no GEL-Cury4
sdo aglomerados bem definidos. Como ainda sdo 81 vezes menores que o didmetros dos poros,
podem se difundir através deles no processo de liberagao.

A identificagdo das particulas formadas pelos complexos de curcumina e
ciclodextrinas, em veiculos transportadores, raramente ¢ evidenciada na literatura. Até aqui,

ndo foi encontrado qualquer registro claro semelhante ao obtido em GEL-Curs.

4.7.7 Liberagdo de Curcumina pelo GEL-Cury

A Figura 53 apresenta a cinética de liberagdo de HP-CD/Curio pela formulagao

GEL-Curs nos pH 1,2,5,5¢ 7,4.
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Figura 52 — Micrografias: GEL-50B (A-C) e GEL-Cur4 (D-F); histograma de distribuicdo normal para o didmetro
dos poros do GEL-Curs (G) e para as particulas de HP-CD/Curo (I).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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As cinéticas de liberacdo foram estudadas em diferentes valores de pH com intuito
de se verificar a responsividade do GEL-Curs a esse parametro. Como mencionado
anteriormente, a base de Schiff ¢ uma reticulagdo labil e, em meio 4cido, tende a ser hidrolisada
mais rapidamente — o que culminaria na desestruturagao da rede 3D polimérica do hidrogel e
a liberacdo mais acentuada da curcumina.

Uma das aplicagdes in situ visadas para o GEL-Curs € a cicatrizagdo de feridas
cutaneas. O processo de cicatrizacdo ¢ marcado por oscilagdes do pH no microambiente da
lesdo. Quando infectadas o meio ¢ majoritariamente alcalino-neutro (pH 7- 8,5). Na evolugao
da reconstitui¢do tecidual, o ambiente torna-se acido, com a pele normal tendo pH entre 4 ¢ 6
(WANG et al., 2025b).

Para simular as circunstancias do processo de cicatrizagao, foram selecionados os
valores de pH 5,5 e 7,4. Esse tultimo também se aproxima da condi¢do fisioldgica das fases
salivar e intestinal (pH 6,8) — que adicionado ao pH 1,2 (trato gastrico) — simulariam a
administracao oral e digestdo do GEL-Curs (LIU et al., 2025b).

A liberagdo da curcumina tanto na sua forma complexada quanto a livre foram

tratadas em termos de curcumina liberada.

Figura 53 — Cinéticas de liberagdo de curcumina pelo GEL-Curs nos valores de pH de 1,2 ¢ 7,4 a 37 °C.
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A liberag¢do da curcumina pelo hidrogel ¢ responsiva ao pH, ocorrendo de forma
acentuada em meio acido. No equilibrio quimico (24 h), o percentual liberado em pH 1,2, 5,5 ¢
7,4 foide 72 + 3,42 £ 3 e 38 + 2%, respectivamente. Apesar de ndo haver diferenca significativa
entre a liberagdo no pH 5,5 ¢ 7,4 (p > 0,05), em 48 e 72 h, o teor de curcumina somente se
manteve constante em pH 5,5. No pH 7.4, foi observado uma diminuicao, atribuida a velocidade
de degradacao da curcumina em meio alcalino e a dificuldade de repor o conteudo perdido
devido a estabilidade do hidrogel.

A Figura 54 apresenta as micrografias eletronicas de varredura das amostras do
GEL-Curs ap6s 24 h de liberagao no pH 1,2 e 7,4. A fragilizagao da microestrutura do hidrogel
em pH 1,2 ¢ percebida pelo aumento do tamanho dos poros, devido a clivagem parcial dos
grupos imina. Em relagdo a micrografia do GEL-Curs (Figura 52D), a microestrutura do
hidrogel apds liberagdo em pH 7,4 ndo exibe mudancgas expressivas.

Para hidrogéis reticulados via formagdo de base de Schiff, a liberagdo mais
acentuada do principio ativo em meio acido ¢ habitualmente reportada:

Na libera¢do de B-CD/Cur por hidrogéis baseados em amido oxidado e gelatina,
projetados para o tratamento de osteosarcomas, a liberacdo cumulativa foi maior em meio 4cido.
Em pH 7,4 o percentual atingido foi na faixa de 20 — 30%, proximo ao observado no GEL-Curs4
(YUAN et al. 2022).

A liberacao de rifampicina por hidrogéis a base do complexo de y-CD/cinamaldeido
reticulado com quitosana também foi responsiva ao pH. Os percentuais cumulativos em pH 2 e
7,4 foram equivalentes a 56 e 39%, respectivamente (GOUSIA et al., 2025).

O complexo HP-B-CD/terbinafina incorporado em hidrogéis a base de alginato de
sodio oxidado e N-2-(octenil)succinil quitosana, projetados para tratar infecgoes dérmicas por
fungos, liberou mais em meio acido. Em pH 1,2, 5,8 e 7,4, os teores atingidos ficaram entre
100, ~38 — 68 e ~35 — 60%, respectivamente (LIU et al., 2025¢).

O mecanismo de difusdo da curcumina a partir do GEL-Curs foi avaliado

inicialmente pela aplicagdao da equacao de lei de poténcias (Equagdo 31).

[yl x " 31)

onde £ representa a contante de velocidade de liberagdo. Q. e Q; representam a quantidade de curcumina liberada
no estagio de equilibrio quimico e em um intervalo especifico, respectivamente. O exponencial » ¢ utilizado para
atribuir o mecanismo de difusdo através da matriz polimérica.
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Figura 54 — Micrografias para o GEL-Curs apds 24 h de liberagdo a 37 °C em pH 1,2 (A) e 7,4 (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para n <0,5 o mecanismo ¢ atribuido a liberagao controlada por difusao (Fickiano).
O mecanismo ndo Fickiano ¢ detectado quando a seguinte condi¢do ¢ atendida 0,5 < n <1,
enquanto no transporte de caso II, » =1 (GEROLA et al., 2015).

A Figura 55 apresenta os ajustes dos dados experimentais das cinéticas de liberagdo
na equagao de lei de poténcias, cujo valores para os parametros sdo sumarizados na Tabela 22.
Para o pH 5,5 e 7,4, atribuiu-se o0 mecanismo de difusdo Fickiano, enquanto para o pH 1,2, o
mecanismo ¢ nao Fickiano.

O mecanismo Fickiano ocorre pela tipica difusdo molecular do fa&rmaco devido a
um gradiente de potencial quimico. O ndo Fickiano ¢ explicado pela difusao, porém também se
considera a relaxagdo da cadeia polimérica e sua erosao (PAARAKH et al., 2018).

Os mecanismos de liberagdo podem ser confirmados pelas micrografias das
amostras de GEL-Cur4 apds exposi¢do aos meios (Figura 54). Como referido anteriormente,
somente em pH 1,2 a microestrutura do hidrogel teve uma fragilizacao, resultante da relaxacao
de sua rede polimérica 3D.

Para lei de poténcias, a unidade da constante de velocidade de difusdo ¢ uma fun¢ao
do tempo, sendo no mecanismo Fickiano kt®° e ndo Fickiano kt'™ (PAARAKH et al., 2018).
Por terem unidades distintas, a comparagao entre pH 5,5 € 7,4 com o 1,2 poderia ser arbitraria.
A taxa de difusdo pode ser normalizada pelo tempo médio de dissolucao (TDM) (Equagdo 32),

que proporciona uma analise mais coerente (COSTA et al., 2014).

n —1

TMD = [—]k™" (32)

onde n e k sdo parametros provenientes do ajuste no modelo de lei das poténcias.
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Figura 55 — Ajuste dos dados cinéticos da liberag@o da curcumina nos valores de pH 1,2 (A), 5,5 (B) e 7,4 (C) na

equacdo de lei de poténcias.
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O valor de TDM diminuiu com os valores de pH, indicando que o processo de
difusdo ocorre mais rapidamente com a reducao da acidez do meio (Tabela 22). Esta tendéncia
pode ser causada pela ioniza¢dao parcial da curcumina, o que acarretaria o aumento da sua
solubilidade em meio aquoso. A curcumina tem 3 etapas de dissociagdes. A primeira esta

correlacionada a formagao do ion fenolato (pKa 7,7 — 8,5) (CAS e GHIDONI, 2019).

Tabela 22 — Constante de velocidade (k), pardmetro n, coeficiente de determinagido (R?) e o tempo médio de
dissolugdo (TDM) para a equagdo de lei de poténcias aplicada a liberag@o da curcumina em GEL-Cur4nos valores
depH 1,2,55¢74.

pH k(h") n R? TDM (h)
1,2 0,18 £ 0,01 h04 0,60 £0,01 0,9974 6,26
5,5 0,31 £ 0,02 h% 0,49 + 0,05 0,9774 3,61
7,4 0,35+ 0,01 h% 0,54 +0,03 0,9897 2,41

Fonte: elaborado pelo autor.

Como a lei de poténcias so possibilita o ajuste de 60% dos dados experimentais,
outros modelos cinéticos foram considerados. A Figura 56 apresenta os ajustes nas equagdes de

pseudo—primeira (Equacao 33) e pseudo—segunda (Equagdo 34) ordem.

[%F Qoo(1 —e~f1%) (33)
[£2]= k2Q0’t/(1 + k2Qcot) (34)

onde k; e k; representam as contantes de velocidade de liberag@o para pseudo—primeira e pseudo—segunda ordem,
respectivamente. Q.. € Q;representam a quantidade de curcumina liberada no estagio de equilibrio quimico e em
um intervalo especifico, respectivamente.

Entre os dois modelos, o ajuste mais adequado foi verificado através do coeficiente
de determinagdo (R?) e critério de informacdo de Akaike (CIA) (Tabela 23). Em todos os meios,
no modelo de pseudo-segunda ordem os valores de R? foram mais proximos da unidade,
demonstrando o melhor ajuste. O CIA ¢ calculado pela Equagao 35, este possibilita estimar o
erro da previsdo — quanto menor seu valor, maior ¢ a qualidade relativa do modelo estatistico

ao conjunto de dados experimentais (MATIAS et al., 2024).

CIA =nlog(s?/n) + 2k (33)

onde s, n e k representam soma de quadrado residual, a quantidade de pontos experimentais e numero de
parametros do modelo, respectivamente.
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Figura 56 — Ajuste dos dados cinéticos da liberagdo da curcumina nos valores de pH 1,2 (A), 5,5 (B) ¢ 7,4 (C) nas
equacdes pseudo—primeira (A-C) e pseudo—segunda (D-F).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 23 — Constante de velocidade (k), coeficiente de determinagdo (R?) e critério de informagdo de Akaike
(CIA) para as equagdes de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem aplicadas a liberagdo da curcumina em GEL-
Cury na faixa de pH 1,2-7,4.

Pseudo—primeira ordem

Pseudo—segunda ordem

pH

k (h™) R CIA k (h™) R CIA
12 0,22+0,03 0,9856 40,23 0,24 % 0,05 0,9900 4233
55  0,45+0,03 0,9897 4734 1,18 £ 0,05 0,9988 -59,38
74 045+0,04 0,9812 -43,83 121+0,11 0,9954 -51,75

Fonte: elaborado pelo autor.
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Para todos os meios, os valores do CIA ratificam que o modelo de pseudo-segunda
ordem melhor representa os dados cinéticos. Portanto, este foi selecionado para avaliar as taxas
de difusdo. Foi constatado que as constantes de velocidade aumentam com o pH — semelhante
ao observado na lei de poténcias.

A formulagdo GEL-Curs apresenta dois tipos de resposta ao pH, sendo o primeiro
associado a liberagdo cumulativa e o segundo as taxas de difusdo. Finalidades distintas podem
ser beneficiadas com estes comportamentos. Na cicatrizagdo de feridas, uma liberagao mais
rapida de curcumina nos estagios iniciais seria fundamental coibir a infeccdo causada pela
colonizagao indevida de bactérias (LIU et al., 2025c). Para administragao oral, a acidez do trato
gastrico relaxaria antecipadamente a rede 3D polimérica do GEL-Curs. A fragilizacdo da
estrutura facilitaria a liberagdo da curcumina no intestino delgado, 6rgdo onde ocorrem as

principais etapas de absor¢ao de medicamentos (BILLAT et al., 2017).

4.7.8 Aplicagoes do GEL-Cury

O desempenho do GEL-Cur; foi avaliado na administragdo oral e na cicatrizagdo de
feridas. A administragdo oral foi simulada através da digestdo da formulacdo, onde foi
verificada a bioacessibilidade da curcumina. O hidrogel aditivado também foi testado frente a
manutengdo ou aprimoramento da citocompatibilidade; da acdo antioxidante e antibacteriana.

O uso in situ foi verificado através da cicatrizagdo de feridas agudas em camundongos.

4.7.9 Digestio do GEL-Cury, in vitro

A Figura 57A-B apresenta a concentracdo de curcumina soluvel no meios e a sua
bioacessibilidade percentual durante a digestdo simulada da formulacdo GEL-Curs.
Inicialmente, ao comparar com a digestdo de HP-CD/Curo (Figura 45), pdde-se observar que o
perfil de liberacao de curcumina pelo GEL-Curs ¢ mais controlado — com o composto ativo
sendo disponibilizado essencialmente na fase intestinal.

A liberagdo direcionada da curcumina pelo GEL-Curs € consistente com o
demonstrado nas cinéticas de liberagdo. E um resultado da fragilizagio precoce da estrutura do
hidrogel no trato géstrico associada a maior velocidade de difusdo com aumento do pH na fase
intestinal. A bioacessibilidade também ¢ comumente expressa pela razdo percentual entre o
composto ativo que esta solivel no fluido intestinal apds digestdo e o incorporado na matriz

(GRUNDY et al., 2025).
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A bioacessibilidade no GEL-Cur4 foi calculada em 13,5%, bem superior aos valores
atingidos por HP-CD/Curo e pela curcumina livre — 1,42 e 0,20%, respectivamente. O dado
mostra que a formulagdo, além de direcionar a distribuigdo, protege a curcumina com eficiéncia
de eventuais degradacdes. O valor da bioacessibilidade se aproxima do percentual médio de
liberagdo cumulativa em 2 h no pH 7,4 (~20%) — condi¢do mais analoga da fase intestinal.

A bioacessibilidade no GEL-Curs também ¢ superior a outras formulagdes que
veiculam curcumina. Nos hidrogéis a base de alginato oxidado e goma de Alyssum homocarpum
a bioacessibilidade foi de ~1,5 a 2,5% (MOUSAVI et al., 2025) e no bigel composto pelo
hidrogel de proteina da batata com o o6leogel a base de cera de candelila foi 7,11 £ 1,52%
(GONCALVES et al., 2024). Por outro lado, os bigéis baseados no hidrogel de glucomanana —
gelatina com Oleogel do 4cido estearico, a formulacio com menor razdo de volume
6leogel/hidrogel obteve valores comparaveis (14,98 + 0,25%), enquanto a outra desenvolvida

em maior razao foi inferior (8,02 = 0,14%) (TIAN et al., 2024).

Figura 57 — Concentragdo de curcumina na fase aquosa (A) e bioacessibilidade percentual da curcumina (B)
durante a digestdo simulada do GEL-Cur;y a 37 °C; percentuais de captura dos radicais ABTS'~ para o GEL-50B ¢
GEL-Cur4 (C); GCOx50 ¢ NSQ-B (D).
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: (*) indica diferengas significativas onde p < 0,05 ap6s ANOVA unidirecional e teste de Tukey.
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4.7.10 Atividade antioxidante e antibacteriana do GEL-Cury, in vitro

A Figura 57C apresenta o percentual de captura de radicais ABTS™ para as
formulacdes GEL-50B ¢ GEL-Cur4. A neutralizagdo dos radicais ABTS™ pelo hidrogel foi
significativamente melhorada com a incorporagdo de HP-CD/Curo.

A performance também evidencia que o complexo foi liberado durante o ensaio,
como descrito no topico 4.6.10, sua acdo antioxidante ¢ atribuida aos fendis contidos na
estrutura da curcumina — capazes de reduzir a estrutura oxidada do radical através da doagao
de hidrogénios ou elétrons.

A captura de radicais no GEL-50B foi associada aos seus precursores (Figura 57D),
em especial NSQ-B, que teve alto potencial de neutralizagdo. A forte atividade antioxidante do
derivado N-succinil quitosana jé foi reportada por SKORIK ez al. (2017). Para Liu et al. (2023),
o grupo succinil enxertado no derivado diminuem a realizagdo de ligacdes de hidrogénio por
hidroxilas e aminas primadrias, facilitando a doacao de hidrogénio aos radicais. Pode-se também
especular a doacao de hidrogénios pelo proprio grupo succinil, o qual pode estar parcialmente
na forma 4cida.

Nos hidrogéis a base de hidroxibutanoil glicano oxidado e quitosana carboximetil
quaternizada a atividade antioxidante foi proporcional ao teor do polissacarideo oxidado nas
formulacdes. Os autores correlacionam a agdo a presencga de acido glucurdnico, na estrutura
quimica do glicano (JEONG et al., 2025). Situacdo similar pode ter ocorrido no GCOx50, cujo
teor total dcidos provenientes da goma do cajueiro € equivalente a 8,33 £ 0,5 %.

A atividade antioxidante do GEL-Curs também € superior a de outras formulacdes
destinadas a cicatrizacdo de ferimentos. Matrizes a base de alginato oxidado e carboximetil
quitosana metacrilada carregadas com o complexo de acido gélico e cobre II apresentaram
atividade de 83,1 e 87,2% (WANG et al., 2025¢). Hidrogéis a base de celulose oxidada e
quitosana incorporados com arginina e zinco II tiveram 50,26 e 59,30% de a¢do antioxidante
(SUN et al., 2024), enquanto os géis constituidos por quitosana e reuterina (metabdlito de forte
acdo antioxidante e antibacteriana) alcangaram ~40 a 60% (GAO et al., 2025).

Os radicais livres sdo a chave para o estresse oxidativo. Durante a cicatrizagdo de
feridas, estas espécies impedem a transi¢do da fase inflamatdria para a proliferativa, retardando
a cicatrizagdo. Portanto, ao limitar a progressao do estresse oxidativo, acelera-se a regeneracao
tecidual (CHANMONTRI et al., 2025) — tarefa que pode ser exercida pelo uso in situ da
formulacao GEL-Cura.
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A doenga inflamatéria intestinal (DII), denominada por retocolite ulcerativa e
desordem de Crohn, causa desequilibrio microbiano, comprometimento da barreira mucosa e
declinio da fun¢ao imunologica. A DII ¢ associada ao aumento repentino de espécies reativas
de oxigénio (ERO), originarias da mucosa gastrointestinal. O acimulo excessivo de ERO causa
apoptose de células epiteliais do intestino, resultando na disfunc¢do da barreira e disbiose da
microbiota intestinal. Pacientes com DII necessitam de reguladores de ERO (JIN et al., 2025).

Uma possibilidade ¢ a regulacdo de ERO pela administragdao oral da formulagao
GEL-Curs, uma vez atestada sua excelente acdo antioxidante e liberacdo direcionada de
curcumina no trato intestinal.

A Figura 58 e Tabela 24 apresentam os percentuais de inibicdo e as fotografias
representativas das placas de Petri no ensaio de contato direto do GEL-50B, GEL-Curs e
controle contra as cepas bacterianas S. aureus, S. aureus — MRSA e K. pneumoniae.

Para os precursores NSQ-B e GCOx50, nao foi possivel determinar a concentragao
inibitoria minima (CIM) frente as cepas estudadas — sendo estimadas acima de 1000 pg mL™".
O complexo de inclusio HP-CD/Curioj4 havia demonstrado CIM de 660 ug mL™" para as cepas
de S. aureus (topico 4.6.10). No entanto, para a cepa K. pneumoniae o valor de CIM também
ndo foi determinado — sendo considerado maior que 1000 pg mL™".

Quando comparados ao controle (sem tratamento), os hidrogéis inibiram fortemente
as cepas de S. aureus, incluindo uma resistente a meticilina (MRSA), ndo houve diferenca
significativa entre a formulacdo com e sem HP-CD/Curo nestes casos. A a¢do antibacteriana
inerente contra as cepas gram-positivas S. aureus foi reportada para uma matriz de composi¢ao
similar ao do GEL-50B. Os géis a base de goma guar oxidada e NSQ de Oliveira et al. (2023)
alcancaram percentuais de inibi¢ao entre 87,1 € 99,1%. Para os autores, o mecanismo de agao
provém de grupos funcionais em NSQ.

As aminas protonadas (—NH3") permitem a interagdo da formulagdo com a parede
celular bacteriana, carregada negativamente. A interacdo resulta em disturbios estruturais ou
pode afetar a permeabilidade da membrana celular, levando a morte dos microrganismos pelo
vazamento de componentes intracelulares.

Na espécie gram-negativa Escherichia coli, o percentual de inibi¢do foi inferior,
situando-se entre 5,7 ¢ 52,4% (OLIVEIRA et al., 2023). Semelhantemente, o percentual do
GEL-50B para K. pneumoniae (gram-negativa) foi menor em relacao aos das cepas S. aureus.
A inibicdo de K. pneumoniae foi melhorada em torno de 1,4 vezes no GEL-Curs. O resultado
mostra que a adi¢do do complexo HP-CD/Curio no hidrogel pode potencializar a acdo contra

bactérias gram-negativas.
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Figura 58 — Percentual de inibi¢ao (A); placas de Petri do ensaio de contato direto (B) das formulagdes GEL-50B e GEL-Curs contra as cepas S. aureus ATCC 29213, S. aureus
MRSA ATCC 43300 e K. pneumoniae ATCC 13883.

(A)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 24 — Percentual médio de inibi¢do das formulagdes GEL-50B ¢ GEL-Curs.
Percentual médio de inibicao (%)

Amostras S. aureus S. aureus — MRSA K. pneumoniae
ATCC 29213 ATCC 43300° ATCC 13883

GEL-50B 99,95 £ 0,02 99,93 £ 0,03 59,46 + 8,10

GEL-Cury 99,88 £+ 0,09 99,86 + 0,07 85,08 +241

Fonte: elaborado pelo autor.
® Linhagem resistente a meticilina.

A membrana externa das bactérias gram-negativas preservam a integridade celular,
protegendo as cepas dos agentes antimicrobianos, pois atuam como uma barreira a
permeabilidade. Estas membranas sdo constituidas e estabilizadas por estruturas
lipopolissacaridicas, as quais formam uma rede compacta através de interagdes com cations
divalentes, como Mg*? e Ca*™. Devido a funcionalidade, a camada lipopolissacaridica é um alvo
interessante para estratégias antibacterianas (ZIYLAN et al., 2025).

A inibicao de K. pneumoniae pelo GEL-50B pode ser atribuida a indisponibilidade
de Mg e Ca™ no meio intracelular devido a atividade quelante dos carboxilatos em NSQ
(OLIVEIRA et al. 2023). A melhoria da inibicdo no GEL-Curs4 deve seguir o mesmo
mecanismo, a introdugdo da curcumina na formulagao aumenta a atividade quelante, que deve
ocorrer por meio da por¢do B-dicetona. Esta porcao fornece pares isolados ao ions metalicos,
formando complexos curcumina-metal bem estéveis, cuja estrutura ¢ composta por um anel de
6 membros (MAI et al., 2025).

Ademais, os mecanismos anteriormente citados para NSQ (grupo amino) e
curcumina (interagdo com a tubulina, inibicdo de homodlogos da tubulina e alteragdo da
permeabilidade da membrana celular bacteriana ao se inserir na bicamada lipidica) também
podem ser considerados (topico 4.6.10).

A Tabela 25 contém percentuais de inibigdo atingidos por algumas formulagdes
observadas na literatura contra as cepas S. aureus, S. aureus — MRSA e K. pneumoniae.
Majoritariamente, os hidrogéis antimicrobianos sdo destinados a cicatrizacdo de ferimentos,
pois combatem a colonizacdo bacteriana indevida em lesdes expostas.

K. pneumoniae ¢ uma cepa que exibe certa prevaléncia, nao sendo afetada pela
acdo da lactoferricina, um peptideo antimicrobiano para um amplo espectro de patdgenos —
incluido virus, fungos e bactérias resistentes a antibioticos (SANGBOONRUANG et al., 2024).
No entanto, K. pneumoniae ¢ afetada por materiais constituidos com quitosana, com inibi¢ao
em torno de 77% (YANG et al. 2025). De fato, a suplementacio do hidrogel com um ativo pode
potencializar a inibi¢cdo dessa cepa, como ocorreu com a adi¢do de Cu-SiO> que aumentou o

efeito em 1,5 vezes (HONG et al., 2025), ligeiramente superior ao alcancado pelo GEL-Curs.



Tabela 25 — Percentuais de inibicdo para formulacdes destinadas a cicatrizagdo de ferimentos contra as cepas K. pneumoniae, S. aureus e S. aureus-MRSA.

Formulacdo Aditivo Cepa Inibicao (%) Referéncia
Hidrogel . . %
Lfein-Nio Lactoferricina K. pneumoniae Sangboonruang et al. (2024)
Hidrogel ]
MA-HA-CA S.A K. pneumoniae 68,3 Hong et al. (2025)
Hidrogel ) ]
Cu-SiO, Cu-SiO; K. pneumoniae 99,9 Hong et al. (2025)
. Polidopamina;
Hidrogel . ’
CHDTA porfirina e S. aureus 99,4 Xu et al. (2025)
L-arginina.
Hidrogel
PMT-C/PhM MnO:Nps S. aureus 92,6 Wang et al. (2025b)
Hidrogel .
GelMA-SF Curcumina S. aureus 90,3 Kannan ez al. (2025)
Hidrogel Nanoparticulas de S. aureus ~30a78 Khoshmaram et al. (2024)
G-Np-Cur curcumina
Hidrogel Polidopamina;
g porfirina e S. aureus — MRSA 98,8 Xu et al. (2025)
CHDTA .
L-arginina.
Hidrogel
CFC-PDA/Ag AgNps S. aureus — MRSA 99,1 Wang et al. (2025d)
Hidrogel 2-metil imidazol de
GelMA/HA/D@PZ . Ancoe S aureus—MRSA 99,9 Dong et al. (2025)
dimetiloxalilglicina

Fonte: elaborado pelo autor.

nota: * Sem inibic¢do significativa em relacdo ao controle; sem aditivo (S.A).
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Cu-SiO; (nanoparticulas de didxido de silicio cobreadas), MnO,Nps (nanoparticulas de diéxido de manganés) e AgNps (nanozimas de prata revestidas com polidopamina).

composicao dos hidrogéis: Lfcin-Nio (poloxdmero 407, poloxamero 188, fator de crescimento epidérmico e lactoferricina carregada em niossoma). MA-HA-CA (4acido
hialurénico metacrilato conjugado a catecol via amidagdo e poli(etilenotiol). Cu-SiO, (4cido hialurénico metacrilato conjugado a catecol via amidagdo, poli(etilenotiol) e
nanoparticulas de dioxido de silicio revestidas com cobre). CHDTA (carboximetil quitosana, acido hialurénico, polidopamina, porfirina e L-arginina). PMT-C/PhM (quitosana
quaternizada funcionalizada com catecol, poli(etilenoglicol) funcionalizado com &cido tidctico e nanoparticulas de dioxido de manganés em favo de mel revestidas com
polidopamina). GeIMA-SF (gelatina metacriloilada, fibroina de seda e curcumina). G-Np-Cur (metacrilato de gelatina e nanoparticulas de quitosana-curcumina). CFC-PDA/Ag
(goma guar e nanozimas de prata revestidas com polidopamina). GelMA/HA/D@PZ (dimetiloxalilglicina, zirconio(IV) com &cido 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina

(rede de coordenagdo porosa) e 2-metil imidazol de zinco).
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K. pneumoniae ¢ comumente associada a infec¢des comunitarias e hospitalares,
sendo a causa de varias doengas invasivas € ndo invasivas — a exemplo de sepse, pneumonia,
infec¢des do trato urinario, de pele e de tecidos moles. Juntamente as cepas Pseudomonas
aeruginosa e S. aureus, ¢ reconhecida por induzir infecgdes em feridas, sendo identificada em
secrecdes purulentas de pacientes hospitalizados (HARSHITHA, MORE e MITRA, 2025).

Devido as altas taxas de inibi¢do, S. aureus parece ser mais suscetivel a agdo
antibacteriana. Entretanto, os menores percentuais foram reportados a uma matriz que contém
curcumina nanoencapsulada na composi¢ao (G-NP-Cur). Os autores correlacionaram
atenuacdo da inibicdo a formacdo de agregados micelares, em maior teor de curcumina, que
restringiriam a penetragdo do ativo na parede celular bacteriana. Curiosamente, a maior
concentracio testada da particula no hidrogel, 0,5 mg mL™!, equivalente 30 pg mL™! de
curcumina, obteve 30% de inibi¢do — a menor alcancada (KHOSHMARAM et al., 2024).

O teor de HP-CD/Curjo (4 mg mL™!) no GEL-Cury resulta em 440 pg mL™" de
curcumina dentro da formulagdo, ~15 vezes superior a contida em G-Np-Cur. Visto o caso
anterior, os altos percentuais contra S. aureus tanto no GEL-50B como GEL-Curs (Tabela 25)
demonstram que a adi¢do de HP-CD/Curio ndo conduziu impactos negativos.

Por ser resistente, a efetiva inibicao de S. aureus — MRSA requer das formulagdes
o uso de técnicas ndo convencionais, como terapias termo e fotodinamicas. Para coibir 99,1%
dessas cepas, Wang ef al. (2025d) projetaram um hidrogel contendo AgNPs, o qual era exposto
a irradiagdo proxima da regido infravermelha (808 nm). A atividade antibacteriana foi avaliada
dentro de 5 min de exposi¢do, com o decorrer do tempo, a temperatura local variou entre 21,7
a 55,5°C. A propriedade fototérmica de CFC-PDA/Ag foi fundamental para garantir a resposta
antimicrobiana, porém algumas ressalvas devem ser consideradas.

Na pele lesionada, o estimulo térmico € seguro entre 30 a 45 °C (XU et al., 2023).
Acima disso, ferimentos secunddrios podem ser gerados, retardando a cicatrizagao.
Adicionalmente, a acdo das matrizes fototérmicas ndo € prolongada, uma vez que ¢ dependente
de estimulos especificos. Em comparagdo, propriedade antimicrobiana do GEL-Curs nao ¢
condicionada a agentes externos, sendo proveniente da composi¢do matricial.

S. aureus € um patogeno de origem alimentar e clinica. Assim como K. pneumoniae,
¢ relacionado a infecgdes comunitarias e hospitalares — produzindo diversos fatores de
viruléncia e toxinas que levam a um amplo espectro de doengas, tais como sepse e infeccdes de
feridas pos-operatorias. O uso excessivo de antibidticos para combater esta cepa leva o
surgimento de espécies resistentes, como a S. aureus — MRSA, tolerante a meticilina e outros

medicamentos B-lactamicos (ZHAO et al. 2025).
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S. aureus — MRSA foi isolada pela primeira vez em 1961, logo apos a introdugao
de meticilina para o tratamento de infec¢des promovidas por S. aureus. De acordo com centro
de previsao e controle de doengas americano (CDC), ocorrem cerca de 2,8 milhdes de infec¢des
devido a resisténcia microbiana no EUA a cada ano, ocasionando 35000 mortes, das quais
30,3% sao atribuidas a S. aureus — MRSA (HAMWI e SALEM-SOKHN, 2025).

Portanto, para assegurar a cicatrizacdo, se faz necessario que um curativo combata
eficientemente um espectro de bactérias. A inibi¢ao de K. pneumoniae e das cepas de S. aureus,
incluindo a resistente a meticilina, oferece uma excelente perspectiva sobre a viabilidade do
GEL-Cur; para este proposito.

Adicionalmente, o efeito da agdo antibacteriana dos hidrogéis foi verificado nos
aspectos morfoldgicos das células da cepa K. pneumoniae (Figura 59). No grupo controle, a
imagem 3D e a de amplitude revelaram a morfologia caracteristica deste microrganismo,
verificando-se a presencga de uma célula bacteriana em formato de bacilo, tipico de uma bactéria
gram-negativa (Figura 59A). Para as células tratadas com o GEL-50B, embora registrado
manuten¢do da forma bacilar, observou-se um aumento significativo na altura média das

bactérias, indo de 282 nm (controle) para 335 nm (p < 0,05) (Figura 60A).

Figura 59 — MFA da atividade antibacteriana dos hidrogéis contra K. pneumoniae ATCC 13883. Imagens
correspondentes ao grupo controle (A). Imagens correspondentes ao grupo tratado com GEL-50B (B). Imagens
correspondentes ao grupo tratado com GEL-Curs (C). Todas as imagens tém resolugdo de 512x512 pixels.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 60 — Resultados da analise do efeito antibacteriano dos hidrogéis contra a cepa K. Pneumoniae por MFA.
Grafico de altura (A) e grafico de rugosidade média quadratica (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica
(p <0,05), enquanto (#) auséncia de diferenga estatistica ap6s ANOVA unidirecional e teste de Tukey.

As imagens 3D e de amplitude do tratamento realizado com GEL-Cury ilustram a
perda total do formato bacilar da cepa K. pneumoniae, resultante do alto poder inibitdrio
experimentado por essa formulagdo (Figura 59C). Apesar de ndo ter havido alteragdo
significativa da altura média das bactérias, a rugosidade média quadratica foi aumentada, indo
de 14,28 para 35,68 nm (Figura 60B). O aumento da rugosidade também foi superior ao
provocado pelo GEL-50B (23,79 nm) (p < 0,05).

O aumento da rugosidade foi uma das reagdes das cepas S. aureus — MRSA ao
tratamento recebido com HP-CD/Curio (topico 4.6.11). Em medi¢des de MFA, o aumento desse
parametro ¢ registrado como uma clara resposta da acdo antibacteriana, reportado nos
tratamentos de S. aureus — MRSA com géis de goma guar oxidada e NSQ (27,3 para 52,1 nm)
(OLIVEIRA et al., 2023) e nos materiais de goma guar oxidada e gelatina (27,3 para 39,7 nm)
(CANAFISTULA et al., 2025).

4.7.11 Citocompatibilidade do GEL-Cury, in vitro

A Figura 61 apresenta os percentuais de viabilidade celular para os extratos do
GEL-50B e GEL-Curs. Como projetado, a adigdo de HP-CD/Curio no teor de 4 mg mL ! ndo
implicou em efeitos adversos — no contrario, aprimorou a biocompatibilidade da formulagdo
em ~1,40 vezes, atestando a sua atoxicidade. O aumento da viabilidade celular pode ser

correlacionado a acdo proliferativa da curcumina.
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Figura 61 — Viabilidade celular percentual obtida para a linhagem celular ndo cancerosa 1L.929 apos 72 h de
tratamento com os extratos do GEL-50B e do GEL-Curs,
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Fonte: elaborado pelo autor.

O estudo conduzido por Attari et al. (2015) avaliou a citotoxicidade da curcumina
frente as células mesenquimal (BMSCs) e tronco neural adulto/progenitor (NS/PCs), linhagens
normais. Apesar da sensibilidade de BMSCs ser levemente superior, o efeito proliferativo foi
verificado em ambas as células apds 72 h de exposi¢do, nos tratamentos com baixas doses de
curcumina. O mecanismo de estimulagdo celular poderia ser explicado por proteinas
reguladoras da proliferacdo, como a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase
ativada por mitogenos (p38 MAP).

A citocompatibilidade do GEL-Curs ¢ uma boa comprovagado da responsividade da
formulacdo. O meio de cultura das espécies L.929 tem pH entre 7,2 e 7,4, condi¢do que a
liberacdo cumulativa da curcumina pelo gel ocorre em menor propor¢do. Portanto, o controle
na liberagdo desse ativo também contribuiu para assegurar a proliferagdo, ndo havendo
administragdo excessiva, o que resultaria na incompatibilidade celular.

A proliferacao de outras células — tronco mesenquimais nao cancerosas — também
foi melhorada quando scaffolds de gelatina veicularam a curcumina. Em relacdo ao carreador

vazio, o aumento da viabilidade celular foi de ~1,12 vezes (YEKANI et al., 2023).

4.7.12 Toxicidade dérmica GEL-Cury, in vivo.

A Tabela 26 contém o teor dos marcadores séricos da fun¢do hepatica e renal,
enquanto a Figura 62 apresenta a contagem total de leucocitos apos 24h da aplicagdo da solugao

salina (controle) e do GEL-Curs sobre o dorso ndo excisionado dos camundongos.
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Tabela 26 — Marcadores séricos da funcdo hepatica e renal. Transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e
transaminase glutamico piravica (TGP) apos 14 dias da exposic¢ao por 24h da pele néo lesionada ao GEL-Curs ou
a solugdo salina.

Marcadores séricos Salina GEL-Cury
TGO [UIL™] 158 239,3
TGP [UIL™!] 423 59,6

Creatinina [mg dL '] 0,22 0,25

Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrao da média e (*) demonstra diferenga estatistica
(p <0,05) apos Teste t de Student.

Figura 62 — Efeito dos tratamentos sobre leucdcitos. Sangue coletado por pungdo cardiaca apoés 14 dias da
exposi¢ao por 24h da pele ndo lesionada ao GEL-Cur4 ou a solugdo salina. Leucécitos (A) totais e (B) diferenciais.
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica
(p <0,05) apds Teste t de Student (n = 3).

Para 0 GEL-Curs, ndo foram observadas alteragdes significativas nos teores da
transaminase glutamico oxalacética (TGO), transaminase glutdmico piruvica (TGP), creatinina
e leucdcitos totais em relagdo ao controle. O GEL-Cur4 ndo desencadeou sinais de hiperemia,
edema (APENDICE B) ou sofrimento aos animais (APENDICE C). Além disso, ndo foi
observado alteragdo na atividade locomotora e de autolimpeza (APENDICE D). Portanto, o

conjunto de resultados atestam a seguranga da aplicacdo topica da formulagao.
4.7.13 Indice de cicatrizacio do GEL-Cury, in vivo.

A cicatrizagdo ¢ acelerada pelo uso do GEL-Cur4. Ao longo do periodo, ambos os
grupos registraram aumento do indice de cicatrizagdo. No entanto, o grupo tratado com o
hidrogel demonstrou uma evolugdo mais significativa (Figura 63A). No 2° dia, o indice ¢

aumentado em 3 vezes pelo uso do GEL-Cur4 em relacao ao controle (41,13 vs. 13,69%).
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No 5 e 7° dia, o indice foi aumentado em torno de 2 vezes, representado pelo valores
de 51,61 £4,94 vs. 26,41 +5,52% ¢ 71,07 £ 4,5 vs. 40,92 & 6,12%, respectivamente. No estagio
final, o indice atingido pelo controle foi equivalente ao proporcionado pelo hidrogel no 2° dia.

O limiar nociceptivo foi significativamente aumentado pelo uso do GEL-Curs a
partir 12° hora pds-tratamento. Neste intervalo, o aumento foi de 58,26% (24,62 + 2,51 vs.
salina: 15,56 + 1,20) g. No 2° dia (15,70 £+ 1,04 vs. salina: 9,90 + 1,06 g), 5° dia (19,70 = 1,12
vs. salina: 15,01 = 1,91 g) e 7° dia (24,62 + 2,39 vs. salina: 15,56 + 2,38 g) os aumentos foram
de 58,58, 31,24 e 58,22%, respectivamente (Figura 63B). O maior limiar nociceptivo evidencia
a analgesia da formulacdo, provavelmente associada a redu¢do de mediadores inflamatérios
periféricos, como prostaglandinas e citocinas pré-inflamatorias (BOARESCU et al., 2022).

Figura 63 — Indice de cicatrizacio (A), grafico de hipernocicepgio (B) e fotografias representativas das feridas no
dorso dos camundongos ao longo do experimento de cicatrizagao.
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica
(p <0,05) ap6s ANOVA seguido por intensificagdo linear de dois estagios de benjamini krieger e yekutieli (n = 6).
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Fotografias do dorso dos camundongos durante o ensaio de cicatrizagdo sao
mostradas na Figura 63. Em cada estagio, as imagens representam as taxas do indice de
cicatrizagdo. No 7° dia, pdde-se notar que o ferimento do grupo tratado com o GEL-Cury foi
praticamente restaurado, havendo até deposi¢ao capilar. O aceleramento do processo de

cicatrizagdo pode ser atribuido a reducao dos sinais clinicos inflamatorios.

4.7.14 Uso topico do GEL-Cury: reducgdo da inflamacdo e do estresse oxidativo, in vivo.

Em relagdo ao controle, o tratamento com GEL-Curs reduziu sinais clinicos
inflamatorios durante o processo de cicatrizagio (APENDICE E). No 2° dia, foi possivel
observar diminuicdo de edema e hiperemia. No 5° dia, registrou-se aceleramento no
destacamento de crosta e na formagao do tecido cicatricial — com o ultimo parametro sendo
potencializado até o 7° dia.

Marcadores inflamatorios e do estresse oxidativo foram modulados pelo uso do
GEL-Curs, em relacdo ao controle. No 2° dia, o teor da glutationa reduzida (GSH) foi maior em
69,40% (1912,35 + 319,70 vs. salina: 1128,90 + 147,34) mcg/g de tecido (Figura 64A).
Entretanto, os niveis de mieloperoxidase (MPO), malondialdeido (MDA) em nenhum estagio
foram alterados (Figura 64C-F). O GEL-Curs reduziu o teor de proteinas em 24% no 2° dia
(2,22 £0,17 vs. salina: 2,90 + 0,05) mcg/g de tecido. No 7° dia, a presenca de proteinas foi 18%
inferior (2,30 = 0,12 vs. salina: 2,80 = 0,16) mcg/g de tecido (Figura 65A-B). Em relacdo ao
oxido nitrico (NO), os teores foram reduzidos em 31% (0,13 + 0,004 vs. salina: 0,19 + 0,03) e
em 67% (0,23 £+ 0,06 vs. salina: 0,70 = 0,18) mcg/g de tecido no 2° e 7° dia, respectivamente
(Figura 65C-D).

O aumento da GSH indica reforco ao sistema antioxidante endogeno e reducio do
estresse oxidativo local pela formulacdo. Paralelamente, a diminui¢do de proteinas totais e NO
sugerem modulacdo da resposta inflamatoria e da produgao de ERO. Os resultados sao
consistentes com os preliminares da agdo antioxidante in vitro do GEL-Curs. Além disso, sao
corroborados por estudos que demonstram que a curcumina pode reduzir marcadores

inflamatorios e proteger tecidos contra dados do estresse oxidativo (STREYCZEK et al., 2022).
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Figura 64 — Marcadores de estresse oxidativo. Teores para glutationa reduzida (GSH) (A-B), malondialdeido
(MDA) (C-D) e Mieloperoxidase (MPO) (E-F).
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica
(p <0,05) apos Teste t de Student (n = 3).
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Figura 65 — Marcadores de permeabilidade vascular. Teores de proteinas (A-B) e nitrato—nitrito (NO) (C-D).
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Fonte: elaborado pelo autor.

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenga estatistica
(p <0,05) apds Teste t de Student (n = 3).
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5 CONCLUSAO

Posterior ao isolamento, a goma do cajueiro foi modificada e caracterizada,
confirmado a oxidagdo das suas unidades nos graus experimentais de 28 e 49%. A succinilagao
da quitosana resultou em derivados com teor de aminas livres de 40 e 29%. Devido ter mais
grupos remanescentes, NSQ-B foi selecionado para produzir hidrogéis via base de Schiff com
os derivados GCOx30 e GCOx50, cujas propriedades reoldgicas, morfoldgicas e de porosidade
variaram conforme o grau de oxidagdo e a densidade de reticulacdo. O hidrogel com o derivado
mais oxidado (GEL-50B) apresentou menor tempo de gelificagdo, maior modulo elastico (G”)
€ poros menores, caracteristicas adequadas para aplicagdes biomédicas.

Os complexos de inclusdo de curcumina com HP-B-CD, preparados por ultrassom,
exibiram elevada eficiéncia de encapsulagdo em apenas 10 min de sonicagdo, resultando em
maior solubilidade e estabilidade para a curcumina. Além disso, o complexo HP-CD/Curio
demonstrou atividade antimicrobiana contra S. aureus MRSA, aumento da bioacessibilidade,
citocompatibilidade e potencial antioxidante. Quando incorporado ao GEL-50B, proporcionou
teores relevantes de curcumina (400 pg mL™'), mantendo propriedades estruturais favoraveis
como injetabilidade, autocura e adesividade, além de estabilidade térmica.

Os ensaios de liberagdo em diferentes pH evidenciaram a responsividade da matriz,
sugerindo viabilidade para administracao oral e topica. A presenca da curcumina no hidrogel
ampliou a biocompatibilidade e as atividades antioxidante e antibacteriana, sobretudo contra a
cepa K. pneumoniae. Ensaios in vivo em modelo de feridas excisionais confirmaram a
capacidade cicatrizante do GEL-Curs, com reducdo de proteinas totais e 6xido nitrico, além do
aumento da glutationa reduzida, indicando modula¢do da inflamagdo e do estresse oxidativo.

O GEL-Curs configura-se como uma matriz multifuncional promissora, com
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e terapéuticas adequadas, qualificando-o para
aplicagdes futuras em cicatrizagdo de feridas e no desenvolvimento de sistemas de liberagdo

oral para medicamentos ou bioativos.
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APENDICE A — VARREDURA DE DEFORMACAO DA FORMULACAO GEL-CUR4
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APENDICE B — IRRITACAO CUTANEA: ESCALA DE DRAIZE

186

Resposta clinica Salina GEL-Cury
Hiperemia
Oh 0+0 0+0
24h 0+0 0+0
48h 0+0 0+0
72h 0+0 0+0
7 dias 0+0 0+0
14 dias 0+0 0+0
Edema
Oh 0+0 0+0
24h 0+0 0+0
48h 0+0 0+0
72h 0+0 0+0
7 dias 0+0 0+0
14 dias 0+0 0+0

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica

(p <0,05) apos Teste t de Student.
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APENDICE C — SOFRIMENTO: ESCALA DE GRIMACE

Resposta clinica Solugdo salina GEL-Cury
Estreitamento orbital
Oh 0+0 00
24h 0+0 00
48h 0+0 00
72h 0+0 00
7 dias 0+0 0+0
14 dias 020 020
Protuberancia nasal
Oh 0+0 0+0
24h 0+0 00
48h 0+0 00
72h 0+0 00
7 dias 0+0 0+0
14 dias 00 00
Protuberancia da bochecha
Oh 0+0 0+0
24h 0+0 0+0
48h 0+0 0+0
72h 0+0 0+0
7 dias 0+0 0+0
14 dias 00 00
Posicionamento das orelhas
Oh 0+0 00
24h 0+0 00
48h 0+0 0+0
72h 0+0 0+0
7 dias 0+0 0+0
14 dias 020 020

Alteragdo na vibrissa

Oh 0+0 00
24h 0+0 00
48h 0+0 00
72h 0+0 00

7 dias 0+0 0+0
14 dias 0+0 0+0

nota: os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenca estatistica
(p <0,05) apos Teste t de Student.
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APENDICE D — AVALIACAO COMPORTAMENTAL DE CAMPO ABERTO
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Apds exposigdo a 24h continuas a0 GEL-Cury ou soluggo salina, os animais foram avaliados quanto ao padrio de
ansiedade e atividade locomotora através do teste de campo aberto: movimentagdo espontinea (A) e autolimpeza
— Grooming (B). Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo da média e (*) demonstra diferenga
estatistica (p < 0,05) ap6s Teste t de Student (n = 3).
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APENDICE E — SINAIS CLINICOS INFLAMATORIOS E CICATRICIAIS

Resposta Clinica 2° dia 5° dia 7° dia
Edema
Solugdo salina 1(1-2) 0(0-2) 0 (0-0)
GEL-Cury 0 (0-1)* 0 (0-0) 0 (0-0)
Hiperemia
Salina 1(1-2) 0 (0-1) 0 (0-0)
GEL-Cury 0 (0-1)* 0 (0-0) 0 (0-0)
Exsudato
Salina 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0)
GEL-Cury 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

Destacamento de crosta
Salina 0% 50% 100%
GEL-Cury 16,6% 100%"* 100%

Formagao de tecido cicatricial
Salina 0% 0% 33,3%
GEL-Cury 0% 16,6%" 100%"
nota: mediana (Min-Max). (*) e (#) representam diferenga estatistica entre 0 GEL-Curs e o controle (p < 0,05) ap6s
Teste u de mann-whitney e Teste Binomial.
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ABSTRACT

Curcumin was successfully complexed with 2-hydroxypropyl-f-cyclodextrin (HP--CD) using an innovative combination of solvent evapambion and ultrasound
techniques. Complexes subjected to sonication for 5-15 min were compared to a contral prepared without ultrasound. Sanication significamiy improved yield,
encapsulation effickency, loading capacity, and reduced particle size compared to the pon-sonicated control. The 10-min snication (HP-CD/Curje) achieved the
highest encapsulation efficiency, curcumin loading, the smallest particle size, and curcumin amtoxidation. Natably, sonication enhanced water solubility by over 360-
fold compared to free curcumin. Purtbermare, HP-CI/Cury demonstrated superior anticddamt activity. cytocompatibdlity, antibacterial efficacy against methicillin
resistant Stapfnlecoccus aureus (MRSAL and improved carcumin bicaccesgibility. A remarkable accomplishment of this study is achieving high encapsulation =f
ciencies using a 121 (mol/mal) mtio of HP--CD to curcamin, contrasting with the larger cyclodextrin quantities typically required for effective encapsulation.
Owerall, HP-CD/Cur;; addresses the challenges of oral curcumin sdmimistration and demonstrates excellent potential az a delivery system for foode and pharma

ceutical formulations,

1. Introduetion of up o3 mg of curcumin per kilogram of body weight (Chol. Shin asd
B, 2025), Cureumin i widely used in various food products, including

Arcuend the world, medicinal plants are widely used for both humans dairy. beverages, cereals, mustard, food concentrates, pickles, sasages,
andd animals as an altemative to conventional treatments. This prefer- confectionery, fce cream, meat, fish, eggs, mayonnaise, sauces, and
ence stems from the efficacy of Moactive compounds, easy availability, butter (Sharifi-Rad et al., 2020) This phytopolyphenaol aleo shows sig-
and fewer side effects (Iweala et al., 2023). The World Health Organi- mificant potential in the food ndustry, with applications such as food
zation (WHI) estimates that 80 % of the global population depends on preservation, freshness monitering. and functional food development
herbal medicine for primary healthease, and by 2050, the market s (b et wl, 2025) However, the broader application of cuscumin in food
expected to generate 57 billlon (Bordaled er al, 2023), Among these and pharmacological science [aces challenges due to s poor water

herbal products, cuercumin stands out. 1t s 8 yellow polyphensl derived solubility, susceptibility to degradation during processing and within

from Curcumi fomga with numesous pharmacological benefits, such as the gastrolntestinal tract, and Emited bioavailability (Feng el 2025;

antitumor, antl-inflammatory, antiviral, antioxidant, and antibacterial Kan et al., 2025\

properties (Fu e al., 20213 Saleem ot al., 2024) The intake kinetics of curcumin are characterized by poos oral ab-
For mutrithonal purposes, the World Health Organization (WHO) and sarption and mpid metabolism by lives enzymse. Even at high doses (12

the Food snd Agriculmre Organization (FAQ) recommend & daily intake grday), ims serum concenteation remaing very low (52 ng/mLL In neutral
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