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RESUMO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e atua como barreira, mantendo a homeostase. As
gueimaduras cutaneas comprometem essa funcdo, impactando a cicatrizacdo e a qualidade
estética da pele, além de gerar efeitos psicolégicos. O tratamento atual prioriza a cicatrizacdo e
a sobrevivéncia, sem considerar adequadamente as sequelas, como a hiperpigmentagdo pos-
inflamatoria (HPI). Este estudo propde o desenvolvimento de nanoemuls@es (NEs) associando
curcumina (CUR) e polihexametileno biguanida (PHMB), visando acelerar a cicatrizacdo e
melhorar a qualidade da cicatriz. No entanto, a hidrofobicidade e baixa biodisponibilidade da
CUR e a toxicidade do PHMB limitam suas aplicagdes. A nanoencapsulagcdo surge como
estratégia para superar essas barreiras, promovendo maior solubilidade, biodisponibilidade e
diminuicdo da toxicidade. Neste trabalho, as nanoemulsdes foram desenvolvidas por
homageneizacdo a alta pressao e sua estabilidade fisico-quimica foi avaliada por 30 dias. Além
disso, foram testadas as atividades antioxidante e antimicrobiana, a viabilidade celular e o
potencial despigmentante. Ainda, foi realizada a padroniza¢do de um modelo de queimadura
em pele suina ex-vivo. As NEs permaneceram estaveis, com tamanho de particula aproximado
de 200 nm, baixo indice de polisdisperséo e potenciais zeta negativo para formula¢6es contendo
apenas CUR e positivo quando o PHMB foi adicionado, sugerindo sua localizagdo na interface
das goticulas. A CUR apresentou potencial antioxidante e este se manteve ap6s 0 processo de
nanoencapsulagdo. As formulagdes contendo PHMB inibiram totalmente Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, demonstrando potencial antimicrobiano. O teste de
viabilidade celular indicou a faixa de concentracéo que poderia ser usada sem causar toxicidade
as células. Na avaliacéo do potencial despigmentante, foi observado que o PHMB teve potencial
de inibir a tirosinase, enquanto as formulagdes contendo CUR e PHMB inibiram a
melanogénese. A analise histoldgica revelou que os pardmetros testados indicaram a presenca
de queimadura superficial de grau I. Os resultados sugerem que as nanoformulag¢des contendo
PHMB e CUR podem ser uma alternativa promissora para o tratamento da HPI associada a

queimaduras.

Palavras-chave: queimaduras, hiperpigmentacdo pés-inflamatéria, nanoemulsdo, curcumina,

polihexametileno biguanida.



ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body and acts as a barrier, maintaining homeostasis.
Cutaneous burns compromise this function, impacting wound healing, aesthetic skin quality,
and causing psychological effects. Current treatments prioritize wound healing and survival,
often neglecting post-inflammatory sequelae, such as post-inflammatory hyperpigmentation
(PIH). This study proposes the development of nanoemulsions (NES) incorporating curcumin
(CUR) and polyhexamethylene biguanide (PHMB) to accelerate wound healing and improve
scar quality. However, CUR’s hydrophobicity and low bioavailability, as well as PHMB’s
toxicity, limit their applications. Nanoencapsulation emerges as a strategy to overcome these
barriers by enhancing solubility, bioavailability, and reducing toxicity. In this study, NEs were
developed using high-pressure homogenization, and their physicochemical stability was
assessed over 30 days. Additionally, their antioxidant and antimicrobial activities, cell viability,
and depigmenting potential were evaluated. A standardized ex vivo porcine skin burn model
was also established. The NEs remained stable, with an average particle size of approximately
200 nm, a low polydispersity index, and a negative zeta potential for formulations containing
only CUR, which shifted to positive when PHMB was added, suggesting its localization at the
droplet interface. CUR exhibited antioxidant potential, which was maintained after
nanoencapsulation. Formulations containing PHMB completely inhibited Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa, demonstrating antimicrobial potential. The cell viability
assay determined a concentration range that could be used without causing cytotoxicity. In the
depigmenting potential assessment, PHMB inhibited tyrosinase activity, while formulations
containing both CUR and PHMB inhibited melanogenesis. Histological analysis indicated that
the tested parameters were consistent with first-degree superficial burns. The results suggest
that PHMB- and CUR-containing formulations may be a promising alternative for the treatment
of PIH associated with burns.

Keywords: burns, post-inflammatory hyperpigmentation, nanoemulsion, curcumin,

polyhexamethylene biguanide.
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1. INTRODUCAO

A pele € 0o maior 6rgdo do corpo humano e atua como barreira entre o interior e o exterior
do organismo, sendo altamente impermeavel. Dividida em varias camadas e dois principais
tecidos, epiderme e derme, esta barreira € considerada a primeira linha de defesa contra
possiveis patdgenos, lesdes quimicas e fisicas (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008). Na
epiderme, ha a presenca de melandcitos, células muito importantes pois auxiliam na protecdo
do DNA contra os raios UV e termorregulacdo, uma vez que produzem a melanina, principal
responsavel pela pigmentacéo cutanea (AN; KOH; BOO, 2009). A preservacdo da integridade
e salde da pele € essencial para que ela desempenhe adequadamente suas funcdes de barreira
protetora, contribuindo para a manutencdo da homeostase corporal. No entanto, devido as
agressOes diarias enfrentadas por este Orgdo, sua integridade pode ser comprometida
resultando em les6es (BENTO-LOPES et al., 2023).

As queimaduras séo lesbes cutaneas que variam de gravidade devido a profundidade,
extensdo do corpo queimada e regido do tecido atingido (SEBASTIAO; SAMPAIO, 2007).
Estas lesbes podem desencadear diversos disturbios fisicos e mentais no individuo, sendo
agravados quando acometidos em regides do corpo mais visiveis (MORGAN et al., 2018). A
hiperpigmentagdo pos-inflamatéria é uma complicacdo comum em individuos com queimadura
durante a cicatrizacdo, sendo mais evidente naqueles de fototipos mais altos I11-VI (pele mais
escura). No entanto, ndo se sabe exatamente 0s mecanismos que levam a esta hiperpigmentacéo,
mas sabe-se que o resultado € a producdo excessiva e deposicdo desordenada de melanina nas
camadas da pele (ZHONG et al., 2008) e acredita-se que seja causado pelo aumento de atividade
inflamatoria local (SCHWACHA et al., 2010). Apesar de ndo ser considerada um disturbio
fatal, ela acaba interferindo na satde emocional e psicologica do individuo (LUPON et al.,
2022).

Vérias opgdes de tratamento estdo disponiveis no mercado para hiperpigmentacdo, mas
poucos visam o tratamento de hiperpigmentacdo pos inflamatoria apds queimaduras. Além
disso, os tratamentos topicos disponiveis que apresentam melhora na uniformidade de coloracéo
da pele necessitam de grande periodo de tempo -até 2 anos- para obter resultado e apresentam
alta toxicidade sendo associados a efeitos adversos (eritema, dermatite de contato, piora da
hiperpigmentacéo, entre outros) (NAUTIYAL; WAIRKAR, 2021).

Neste contexto, o estudo de compostos naturais tem sido abordado como alternativa

para o tratamento topico desta condicdo, procurando aumentar a eficécia, otimizar o tempo de
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tratamento e reduzir os efeitos colaterais. A curcumina (CUR) é derivado da Curcuma longa, e
tem sido bastante estudada ao longo dos anos, devido suas propriedades farmacoldgicas. E
documentado na literatura que este composto apresenta propriedades anti-inflamatorias
(MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022), aumenta a proliferacéo de fibroblastos e possui
atividade antimicrobiana (HEWLINGS; KALMAN, 2017; GERA et al., 2017). Além disso,
alguns artigos relatam que a CUR pode ser um promissor agente despigmentante, uma vez que
age como inibidor de tirosinase (enzima ativa na sintese de melanina).. No entanto, algumas
propriedades limitam a utilizacdo da CUR em formula¢fes dermatoldgicas, entre elas a baixa
solubilidade e instabilidade a luz UV visivel.

Ainda, em uma formulacéo destinada para o tratamento de queimaduras a utilizacdo de
compostos com atividade antimicrobiana é importante pois, frequentemente o leito da
queimadura € infectado por bactérias oportunistas e/ou enddgenas, tais como Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. O polihexametilenobiguanida (PHMB) é um potente
antimicrobiano utilizado como antisséptico na medicina, em cosméticos e no meio ambiente
como desinfetante. Ele é eficaz contra bactérias planctonicas Gram- positivas e Gram-
negativas, bem como biofilmes e uma variedade de outras espécies, como Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans e Acanthamoeba (KAEHN, 2010). Apesar de ser considerado
toxico mesmo em concentracfes reduzidas (REMBE et al., 2016), é bem tolerado na pele,
olhos, nariz, epitélio ciliado e feridas, e ndo apresentou efeitos sensibilizantes ou
fotossensibilizantes em testes em animais (HUBNER & KRAMER, 2010), porém uma
diminuicdo na sua toxicidade é uma busca interessante. Logo, torna-se um desafio adotar novas
estratégias de entrega destes dois compostos (WAGHULE et al., 2020; DEL PRADO et al.,
2019; GERA et al., 2017).

Visando a melhora dessas propriedades limitantes, a nanotecnologia surge na industria
farmacéutica, com o desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos, com o objetivo de melhorar
a capacidade de incorporacao desses ativos em formulagfes dermatologicas, aumentar o tempo
de liberacdo dos ativos e a penetracdo cutanea, além de melhorar sua estabilidade e minimizar
possiveis reacOes adversas (DRAGICEVIC & MAIBACH, 2018).

Um dos trabalhos mais recentes do nosso grupo, desenvolvido por MARTINS e
colaboradores (2024), prop6s o desenvolvimento de hidrogéis de hidroxietilcelulose (HMC) e
de quitosana (QUI) e a incorporacdo com nanoemulsdo (NE) contendo curcumina (CUR) e
polihexametileno biguanida (PHMB), visando o tratamento de feridas cutaneas. Os resultados
obtidos neste trabalho indicaram que a NE apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas

para aplicacdo tdpica, ndo causando alteracdes bioquimicas na pele e melhorando sua funcéo
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de barreira. J& os hidrogéis contendo esta NE, mostraram maior adeséo ap6s a incorporagdo das
NEs e auséncia de irritagdo, indicando o potencial promissor da NE-CUR- PHMB e sua
incorporacdo em hidrogéis para uso topico (MARTINS et al., 2024).

Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficcia das nanoemulsGes
contendo CUR e PHMB, para tratamento de hiperpigmentacdo po6s-inflamatoria apos

gueimaduras, visando uma alternativa no manejo dessas lesdes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pele

A pele atua como uma barreira bidirecional para impedir a passagem interna ou externa
de 4gua e eletrolitos. E o maior 6rgdo do corpo humano, desempenhando diversas funcdes
essenciais incluindo: a barreira protetora entre 0 corpo e 0 meio ambiente (microrganismos,
radiacdo, estimulos quimicos e fisicos), a manutencdo da homeostase corporal, a sintese de
vitamina D, a provisdo de uma barreira imunoldgica e a contribuicdo para as sensacgdes tateis e
dolorosas (MORGAN et al., 2017; LIN et al., 2022; MOHD ZAID et al., 2023).

E um tecido composto por duas camadas anatdmicas distintas denominadas epiderme e
derme. A epiderme (figura 1) ou camada avascular é a mais externa e apresenta na diversidade
celular, em sua maioria, queratindcitos, mas também, células de Langherans, células de Merkel,
linfocitos e melandcitos. A epiderme é um epitélio em continua renovacao, geralmente
subdividido em vérias camadas ou estratos, comegando com o estrato basal (EB), limitante entre
a epiderme e derme; estrato espinhoso (EE); estrato granuloso (EG); estrato lucido (EL)
presente somente em regides de pele mais espessa e 0 estrato corneo (EC), em contato direto
com o ambiente externo (BENTO-LOPES et al., 2023, MORGAN et al., 2021). Sua principal
funcdo é proteger a pele das agressdes ambientais diarias, fornecendo barreira fisica, quimica,
bioquimica e imunoldgica. Sua matriz biolégica é composta por uma mistura de lipidios, que
desempenha papel crucial na neutralizacdo da perda de agua e sais da pele, bem como na
prevencdo da penetracdo de substancias sollveis em agua, atuando como uma barreira de
permeabilidade (BARONI et al., 2012).

A derme ou camada vascular germinativa, € composta majoritariamente por tecido
conjuntivo rico em colageno, fibroblastos e macrofagos. Células essas muito importantes
durante a renovacdo celular e defesa imunologica. Possui ainda nervos, foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas e sebaceas (BARONI et al., 2012; BHATTACHARYA; GHOSH,;
MUKHOPADHYAY, 2019). A camada dérmica ainda € capaz de produzir novas células
epiteliais para substituir aquelas perdidas na epiderme, sendo este um processo natural e
constante, que pode intervir em maior proliferacio quando necesséaria, seja para
rejuvenescimento ou acometimento por alguma lesdo (BARONI et al., 2012; CHURCH et al.,
2006).
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Figura 1: Anatomia e organizacéo estrutural da pele humana. (A) Epiderme, camada mais externa, avascular
e predominantemente celular, responsavel pela renovagdo da barreira cutanea. Derme, camada profunda,
vascularizada e rica em matriz extracelular, onde se encontram foliculos pilosos, glandulas e terminagfes nervosas.
(B) A epiderme é continuamente renovada, com o estrato basal constituido por células-tronco que proliferam e
diferenciam-se em queratindcitos, os quais migram e maturam nos estratos superiores (espinhoso, granuloso,
lucido e cdrneo). A imagem destaca melandcitos, produtores de melanina, células de Langerhans e células de
Merkel. Fonte: Adaptado de Limbert, 2019.

Visto sua importancia, para que a pele desempenhe sua homeostase, é imprescindivel
que ela se mantenha integra. Contudo, diversas adversidades podem ocasionar sua ruptura,
resultando em interrup¢fes na continuidade da epiderme e das camadas mais profundas,
originadas por doencas, intervencdes cirdrgicas, danos fisicos e térmicos (como queimaduras).
Essas interrupcdes podem ser diferenciadas em cronicas ou agudas, conforme o tempo de
cicatrizacdo. LesOes cronicas surgem quando o processo reparador ndo ocorre de maneira
oportuna, aumentando o risco de recorréncia, uma vez que 0 corpo humano é suscetivel a
condicdes locais e sistémicas que podem afetar negativamente o reparo da pele. Entre essas
condicdes estdo o estresse, a nutricdo inadequada, o consumo de alcool e tabaco, a idade
avancada, a hipoxia, alteracfes hormonais, doencas cronicas, predisposi¢fes genéticas e, claro,
infeccdes (GUO et al., 2010). Em contrapartida, as feridas agudas — geralmente decorrentes de
leses mecanicas — tendem a cicatrizar completamente dentro de um intervalo de tempo

previsivel, representando, assim, um cenario de reparo mais eficiente (OLUTOYE et al., 2023).

Neste trabalho, abordaremos as queimaduras de forma mais detalhada, suas distintas
classificacOes e possiveis intervengdes topicas a serem utilizadas para melhora no seu processo

de cicatrizacao.
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2.2 Queimaduras

Queimaduras sdo lesbes traumaticas e agudas, resultantes da exposicdo a agentes
térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos, os quais afetam o tecido cuténeo. Essas lesGes
podem resultar na destruicdo parcial ou total da pele, podendo também afetar estruturas
adjacentes como musculos, tenddes e até mesmo os 0ssos (SEBASTIAO; SAMPAIO, 2007).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as queimaduras estdo associadas com altas
taxas de morbimortalidade, limitagdo funcional, desfiguracdo e estigma social. Estima-se que
ocorram cerca de 180 mil mortes por ano devido a queimaduras, principalmente em paises de
baixa e média renda (OMS, 2018). Em nivel nacional, a Sociedade Brasileira de Queimaduras
(SBQ), estima que ocorram em torno de 1.000.000 de acidentes por queimaduras ao ano, em
todo o territorio. Dentre esses casos, cerca de 100.000 procuram tratamento hospitalar e destes,
2.500 vao a 6bito (SUS, 2017).

As queimaduras tém o poder de desencadear uma série de disturbios fisicos, afetando o
equilibrio orgénico e emocional do paciente. Estes incluem dor, perda de volume de liquidos,
alteracfes metabdlicas, deformidades corporais, risco de infec¢des, perda de qualidade de vida
e capacidade de retorno ao trabalho, causando problemas psicoldgicos e perdas fisicas e
materiais (MORGAN et al., 2018). Logo, a aplicacdo de um tratamento eficaz e precoce poderia
minimizar essas sequelas (JESCHKE et al., 2020).

Embora existam situacdes que podem resultar em queimaduras e a pele tolerar uma
temperatura média de até 44°C, a maioria das queimaduras ocorrem devido ao contato com
liquidos quentes derramados, chamas ou materiais sélidos aquecidos (JESCHKE et al., 2020).
Dependendo do agente térmico, do tempo de contato, pressdo exercida, bem como da
profundidade e das camadas de tecido afetadas, as queimaduras podem ser classificadas em
diferentes graus de comprometimento (figura 2) (MARKIEWICZ- GOSPODAREK et al.,
2022):

Grau I: Queimaduras superficiais — Tempo de cicatrizagdo: 5 a 10 dias. Afetam apenas a
epiderme, acompanhado de vermelhiddo, leve inchaco e dor transitoria e aparentemente, ndo
deixam cicatrizes visiveis. Tipica de queimadura solar superficial.

Grau 1l: Queimaduras superficiais de espessura parcial. Danificam tanto a epiderme como a
derme, podendo ser subdivididas em dois tipos:

- I1A: Tempo de cicatrizagdo: 14 a 21 dias. Afetam a epiderme e camadas superficiais da
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derme, acompanhadas de bolhas dolorosas que se formam devido & separagdo da epiderme da
membrana basal.

- [1B: Tempo de cicatrizagdo: 21 a 35 dias. Afetam a epiderme e camadas dérmicas em
diferentes profundidades, podendo resultar em vermelhiddo, umidade e dor intensa. Podem
causar disturbios no processo de cicatrizacdo e, em alguns casos, deixar cicatrizes.

Grau IlI: Queimaduras profundas de espessura total. Tempo de cicatrizagdo: variavel.
Danificam completamente a espessura da pele, resultando em pele seca, dura e com coloracéo
marrom, bronze ou vermelha. Devido a destruicdo das terminacdes nervosas, ha auséncia de
dor. Este tipo de queimadura exige tratamento cirirgico ou reconstrutivo para recuperacao
adequada.

Grau 1V: Queimaduras de espessura total incluindo tecidos mais profundos. Tempo de
cicatrizacdo: variavel. Caracterizam-se pela destruicdo da epiderme, derme, hipoderme e
estendendo-se até musculos e 0ssos. Queimadura mista, pois combina as caracteristicas das
gueimaduras de grau Il e IV. Podem requerer tratamento conservador e/ou cirdrgico,

dependendo da extensao da gravidade da lesdo.
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Figura 2: Representacao esquematica das queimaduras e sua progressao conforme a profundidade do dano
tecidual. A imagem ilustra a estrutura histologica da pele saudavel e os diferentes graus de queimaduras,
classificados de acordo com a extensdo do acometimento dos tecidos. Além disso, a imagem também destaca
componentes estruturais da pele, como vasos sanguineos, nervos, glandulas, foliculos pilosos e misculos eretores

do pelo, evidenciando o impacto das queimaduras nesses elementos histologicos (Adaptado de Farokhi, 2018).

Portanto a cicatrizagdo de uma queimadura, demora mais ou menos tempo, dependendo
do agente causador, grau da lesdo e tempo de exposicdo ao agente causador. A cicatrizacao é

um fendmeno dindmico, complexo e desafiador. Uma vez que, requer equilibrio entre os
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processos inflamatorios e proliferativos para promover uma recuperagdo eficaz e regeneragéo
adequada dos tecidos afetados, iniciando assim que ocorre o trauma. (BHATTACHARYA,
GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; MALIK et al., 2019). Para que esse fendmeno ocorra, 3
diferentes estagios principais devem acontecer sucessivamente. Essa regulacdo intrincada
assegura uma cicatrizacao eficiente e coordenada nas lesdes (figura 3) (KULAC et al., 2013;
MALIK et al., 2019; MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022).

Inflamac&o: Estagio inicial que dura até uma semana. E marcado por resposta vascular que visa
estabilizar a hemostasia por meio da formacdo de coagulos sanguineos e facilitar a rapida
renovacdo tecidual. Durante este processo, moléculas sdo liberadas por células lesionadas
atuando como quimioatraentes para leucdcitos, que desempenham papéis cruciais na remocao
de agentes infecciosos e na liberacdo de interleucinas pré (IL-1, IL-2, IL-8 e fator de necrose
tumoral alfa e beta) e anti-inflamatorias (IL-4, IL- 10) e interferon-gama (INF-gama)
(MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022). A constante sinalizacdo intercelular regula a
liberagdo de citocinas, permitindo um controle de feedback em tempo real durante este estagio.
Proliferagdo: Inicia-se apos a fase inflamatdria e geralmente ocorre nas duas semanas seguintes.
Caracteriza-se pela formacéo de tecido de granulacdo, marcando transicdo para este estagio. Os
principais eventos incluem ativacdo de fibroblastos, responsaveis pela producédo de colageno e
outras matrizes extracelulares e neoangiogénese, estimulada a partir de fatores de crescimento
(FGF, PDGF, EGF, TGF e VEGF) para fornecer nutrientes ao novo tecido em formacéo.
Remodelacdo: A terceira e Ultima fase, que pode se estender por até dois anos, visa restaurar a
morfologia e a funcéo do tecido. Durante este estagio, ocorre a reorganizacao gradual do tecido
de cicatrizagcdo, com aumento da forca e da flexibilidade do tecido cicatricial, mas sem a
restauracdo completa das caracteristicas do tecido original.

A infec¢do, como a septicemia, é mais comum nos primeiros 10 dias apds a queimadura,
podendo ser causada por fungos, virus e bactérias (SOUTO et al., 2020). A infeccdo é
diagnosticada quando a carga microbiana na queimadura ultrapassa 10° UFC/g de tecido,
enquanto valores inferiores, sem sinais inflamatdrios evidentes, indicam apenas colonizacao
(KUMARI; NANDA, 2023). O diagnostico clinico é desafiador, pois sinais como dor e eritema
podem ocorrer mesmo sem infeccdo, uma vez que pacientes queimados frequentemente
apresentam um estado pré-inflamatorio (CABIASO-DANIEL et al., 2018). Inicialmente, a
colonizacdo ocorre por bactérias Gram-positivas da microbiota cutanea, como Staphylococcus

aureus e Streptococcus pyogenes (CHURCH et al., 2006). Com a progressao, bactérias Gram-
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negativas endogenas, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, tornam-se
predominantes, podendo ser adquiridas por contato com superficies contaminadas e
manipulacdo inadequada (MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022; KELLY et al., 2022).
Esses microrganismos iniciam mecanismos de sobrevivéncia, como adesdo as células
hospedeiras, evasdo do sistema imune e formagédo de biofilmes, dificultando o tratamento
(SOUTO et al., 2020). Queimaduras extensas (> 20% da &rea corporal) aumentam o risco de
complicacdes sépticas, elevando custos, tempo de internacdo e mortalidade (MARKIEWICZ-
GOSPODAREK et al., 2022).
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Plaquetas
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Figura 3: Fases do processo de cicatrizacdo cutanea. A fase inflamatoria envolve hemostasia, liberacdo de
citocinas e migracdo de leucocitos para a area lesionada. Na fase proliferativa, ocorre proliferacdo de
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, além da deposicdo de matriz extracelular e angiogénese. A fase
de remodelacdo é caracterizada pela reorganizagcdo da matriz extracelular, substituicdo do colageno Ill por
colageno | e apoptose de células provisorias. Fonte: Adaptado de GUSHIKEN, 2021.

Sabendo que a queimadura é frequentemente infectada por microrganismos, é de
extrema importancia a presenca de antimicrobianos para o seu tratamento. Um exemplo é o
polihexametileno biguanida (PHMB). O PHMB foi inicialmente sintetizado nos laboratorios
da ICI Ltda. em meados de 1950 e introduzido na pratica medica, para fins de tratamento
antisséptico, aproximadamente 40 anos depois. Trata-se de um polimero cationico de
biguanida e seu mecanismo de acdo se baseia na interagdo com a membrana celular das
bactérias, uma vez que ele se liga aos fosfolipidicos da membrana que sdo carregados
negativamente, causando alteraces na estrutura. O PHMB promove o aumento da distancia
entre as moléculas lipidicas da membrana, interferindo na fungéo adequada das bombas ibnicas,
diversas enzimas e receptores bacterianos. Além disso, ele induz a rigidez da bicamada
lipidica, resultando em um aumento da permeabilidade celula. Mecanismo esse eficaz
principalmente, contra bactérias Gram-negativas, que possuem uma membrana externa rica
em lipopolissacarideos (LPS), facilitando a atracdo e interagdo com compostos catiénicos.
(BABALSKA; KORBECKA-PACZKOWSKA; KARPINSKI, 2021),
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agindo como excelente antimicrobiano, causando a morte bacteriana. (SZKOLUDA;
KARPINSKI, 2020). Apesar do PHMB ja ser utilizado atualmente em feridas e queimaduras,
ele é mais conhecido como um antimicrobiano, em solucédo, utilizado na descontaminacéo de

superficies em ambiente hospitalar (Curatec, 2024).
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Figura 4: Estrutura quimica do Polihexametileno Biguanida (PHMB). O PHMB é um polimero catidnico

composto por unidades repetitivas de biguanida interligadas por cadeias de hexametileno (-[CHa]s-).

Em relacdo ao tratamento, as vitimas de queimadura devem ser tratadas imediatamente
apos a lesdo, removendo-se o tecido morto (a partir do grau Il), para que haja restauracdo da
barreira epitelial, com o intuito de prevenir a desidratacao, perda de regulacdo da temperatura
corporal e invasao de microrganismos, que podem desencadear infeccOes e defeitos funcionais
e estéticos (DRAGO et al., 2010). O tratamento topico é mais utilizado para queimaduras
superficiais, de grau | e grau I, diferentemente das queimaduras de grua Il e grau IV, como
ja mencionado acima. Ele baseia-se na aplicacdo de agentes que protejam a area lesada,
previna infeccdes e promovam a regeneracdo epitelial (ROSSETTO et al., 2021). Dentre 0s
tratamentos utilizados no sistema puablico de saude (SUS), os cremes e pomadas com
corticoides, anti-inflamatorios e antimicrobianos, como betametasona, neomicina, colagenase
e sulfadiazina de prata sdo os mais prescritos, devido ao baixo custo e facilidade de aplicacao
(MILNER e FELDMAN, 2012). A pomada de sulfadiazina de prata 1% é um dos tratamentos
topicos mais empregados devido sua efetividade na acdo antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, estimulagdo da reepitelizacdo, além de reduzir o risco de
infeccdo secundaria (CLEMENTINO et al., 2024). O estudo realizado por ARAUJO e
colaboradores em 2021 avaliou os tratamentos topicos mais utilizados no Centro de referéncia
em assisténcia a Queimados da Associacdo de Caridade Santa Casa do Rio Grande-RS, nos
anos 2016 e 2017, mais de 90% dos pacientes queimados grau | e Il, foram tratados com
sulfadiazina e cerca de 78% com colagenase. Ja a colagenase é uma pomada que apresenta
atividade enzimatica, tendo como acdo a liquefacdo do tecido necrotico sem prejudicar o

tecido granular, inibe a cicatrizagdo hipertrofica, mantém as células vivas
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viaveis além de contribuir para a angiogénese e epitelizacao ( et al., 2021).

As queimaduras podem resultar em diversas sequelas cutaneas, incluindo cicatrizes
hipertroficas, contraturas e alteracdes na pigmentacdo da pele. Entre essas consequéncias, a
hiperpigmentagdo poés-inflamatdria (HIP) é uma das mais comuns e impactantes, afetando
significativamente a estética e a qualidade de vida dos pacientes. A HIP ocorre devido ao
aumento na producdo de melanina em resposta a inflamacdo e ao dano tecidual, podendo
persistir por meses ou anos apos a cicatrizacdo da lesdo. Diante disso, a HIP seré abordada com
mais detalhes a seguir, destacando os mecanismos envolvidos e as estratégias terapéuticas para

Seu manejo.
2.3 Hiperpigmentacao pds-inflamatoria

A hiperpigmentacao p6s inflamatéria (HIP) é um distdrbio de pigmentacdo adquirido,
que resulta na superproducdo ou a disperséo irregular de melanina na pele (DAI et al., 2018;
MOOLLA; MILLER-MONTHROPE, 2021). Isto acontece, possivelmente, devido a
inflamacdo e/ou traumas locais, onde a melanina pode ser depositada na epiderme, derme ou
em ambos (COSTIN; HEARING, 2007). Possivelmente, a elevada quantidade de citocinas pro
inflamatorias liberadas durante a resposta imunoldgica ap6s queimadura estimula 0s
melandcitos aumentando a melanogénese (WILSON et al., 2022).

Um estudo realizado em camundongos lesionados por queimadura térmica, examinou
as citocinas inflamatdrias produzidas localmente, constatando que a lesdo pds-queimadura
aumentou os niveis de citocinas pro-inflamatérias, fator de necrose tumoral (TNF) -a ¢ IL-6,
MCP-1 e quimiocinas derivadas de queratindcitos (KC) por queimar o tecido da ferida
(SCHWACHA et al., 2010). Estudo esse que corrobora com os resultados de TOMITA e
colaboradores (1992) que observou que as prostaglandinas E2 e D2, os leucotrienos LT-C4 e
LT D4, o tromboxano 2, IL-1, IL-6, o fator de crescimento epidérmico, o 6xido nitrico, 0 TNF
e outras citocinas podem estar todos associadas ao aumento da estimulagdo dos melandcitos.
Quando a HIP se manifesta na epiderme, sabe-se que ha aumento na producéo e transferéncia
de melanina para os queratindcitos vizinhos, ou seja, aumento da atividade dos melandcitos,
associada a mediadores inflamatorios e espécies reativas de oxigénio. Quando ha manifestacédo
na derme, 0s queratinocitos do EB s&o danificados pela inflamacdo exacerbada, o que resulta

numa grande libertacdo de melanina da epiderme, para a derme. Os macrofagos fagocitam o
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pigmento livre formando melan6fagos. Os melandfagos por sua vez, se estabelecem na derme
superior e tornam-se evidentes, podendo ser visualizados como uma mancha azul-acinzentada
no local da leséo, que pode persistir por anos. Sendo este o tipo de HIP mais dificil de ser tratado
(MOOLLA; MILLER-MONTHRORPE, 2021; DAVIS; CALLENDER, 2010).

Visivel a olho nu, a condicdo ¢ identificada por areas escurecidas e planas na superficie
de distribuicdo do processo cicatricial inflamatorio, podendo exibir varia¢des de tons, indo do
marrom ao preto, de acordo com a severidade do dano e a tonalidade da pele (figura 5).
(COSTIN; HEARING, 2007; MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022; DAVIS;
CALLENDER, 2010). Apesar de ser o distarbio mais comum em pacientes com pele
pigmentada, a literatura é escassa quando comparada a hiperpigmentacdo causada por radiacao
UV (PATEL et al.,, 2020). Consequentemente, esta condicdo parece estar diretamente
relacionada ao tom de pele de um individuo, com prevaléncia aumentada nos tipos de fototipo
I11-V1, na escala de Fitzpatrick (TAYLOR, 2003). Esta escala (FITZPATRICK, 1975) foi
desenvolvida para definir resposta de diferentes tipos de pele a luz UV, através do eritema e/ou
bronzeamento, e adaptada ao longo dos anos, sendo ainda hoje utilizada para nortear possiveis
abordagens e tratamentos para diferentes tipos de pele. Sendo assim, individuos de pele branca,
mais clara, sdo classificados na escala de Fitzpatrick com fototipos I-111 e individuos de pele
negra, mais escura, com fototipos do 1V-VI (DE AVELAR ALCHORNE et al., 2024).

Dentre 0s grupos étnicos especificos, é mais provavel que a HIP seja relatada naquelas
com pele mais escura, como visto em estudo realizado nos Estados Unidos. Neste estudo,
grupos étnicos constituidos de pessoas ditas brancas (hativos americanos) comparadas com
pessoas nao brancas (negros, hispanicos, asiaticos) constatou que, entre as principais queixas
dermatoldgicas as discromias hiperpigmentadas, incluindo a HIP, foi uma das reclamacdes
entre 0s grupos nao brancos, independentemente da idade e sexo (TAYLOR, 2003). Ha
registros de pacientes de pele mais pigmentada que sofreram queimaduras, especialmente
aqueles de origem africana e asiatica (DAI et al., 2018), que convivem com alteracdes de
pigmentacédo de longo prazo, o que acaba reduzindo significativamente sua qualidade de vida
apos queimaduras devido a HIP, ja que, mais da metade das pessoas que sofrem alguma
queimadura, cerca de 60%, acabam desenvolvendo esta hiperpigmentacdo cutanea
(GREENHALGH, 2015; ZHONG et al., 2023). Embora ndo esteja bem documentado, €
clinicamente possivel observar que alguns pacientes queimados com resposta inflamatoria
grave, apresentam maior proporcdo de hiperpigmentacdo do que pacientes menos graves
(ZHONG et al., 2023).
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O tratamento da lesdo por queimadura, dependera de diversos fatores, principalmente
profundidade da lesdo e o tipo de agente causador da queimadura. Um estudo foi realizado
com criangas majoritariamente de pele pigmentada acometidas por queimadura térmica grau 1l
apos, em média, 63 meses apds a lesdo, constatou que durante os primeiros 3 anos, as alteracoes
de coloracdo no local da cicatrizagdo, variaram. Enquanto, apds este tempo, foi observado
hiperpigmentacdo acumulativa no local da queimadura. Ou seja, aumento progressivo na
deposicdo de melanina no local da cicatrizacédo com o passar do tempo (DE CHALAIN; TANG;
THOMSON, 1998).

Queimaduras de grau | e 1l necessitam de tratamento topico, mas frequentemente o foco
do tratamento é a cicatrizacdo, ndo levando em consideracdo a questdo estética, que pode
resultar em forte hiperpigmentacdo local. O desagradavel escurecimento da pele pode ser
causado pela ativacdo dos melandcitos nas areas da pele ndo afetadas diretamente pela
queimadura, devido a inflamacéo subsequente. Esse processo aumenta a multiplicagdo celular,
levando a uma maior producdo de melanina na regido da cicatrizagcdo (DAI et al., 2018). Desta
forma, as indlstrias farmacéuticas e cosméticas, tém buscado continuamente por novas
solucBes, visto que, distirbios de pigmentacdo cutdnea promovem importante impacto na
qualidade de vida dos pacientes e muitas vezes, entregam resultados ndo satisfatorios apos

longos periodos de tratamento (VIDEIRA, 2017).
L TR

Figura 5: Hiperpigmentacédo pos-inflamatéria decorrente de queimadura térmica. Lesdes hiperpigmentadas
resultantes do processo cicatricial ap6s queimadura térmica, ocorrida durante o preparo de alimentos. A
hiperpigmentacdo pds-inflamatéria é uma resposta cutdnea comum a agressdes térmicas, caracterizada pelo
aumento da producdo e deposicdo de melanina na epiderme e/ou derme, frequentemente exacerbada por
inflamagdo e exposicéo solar. FONTE: ABDEL-NASER, 2005.

2.3.1. Melanogénese

O melandcito é uma célula dendritica, presente ao longo do EB da epiderme, sendo
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responsével pela pigmentacdo cutanea através do estimulo de organelas ja que, possuem a
capacidade de sintetizar, armazenar e exportar a melanina produzida na organela intracelular,
melanossomos, para os queratindcitos (unidade epidérmica de melanina), através de seus
dendritos (WU; HAMMER, 2014; DAI et al., 2018). A unidade epidérmica de melanina é
composta por 1 melandcito, que através de seus dendritos, consegue entrar em contato com até
40 queratindcitos, fazendo o transporte da melanina.

Melanina € um biopolimero pigmento que fornece fotoprotecéo (protegendo o DNA) e
termorregulacdo. (ZHONG et al.,2023; VIDEIRA, 2017) para a pele. Portanto, podemos dizer
que, tanto os melandcitos, quanto a melanina atuam como reguladores da homeostase local e
geral dos sistemas melanogénicos. A coloracdo da melanina pode variar do marrom ao preto,
denominada eumelanina que é insollvel, e do amarelo ao marrom - avermelhado, denominada
feomelanina solGvel em meio alcalino (GREENHALGH, 2015; LIN, 2007; DEL BINO et al.,
2015). Independentemente de grupo étnico, a quantidade de melandcito se mantém constante,
a diferenca dar-se-4 ao numero dos melanossomos presente, a quantidade e tipo de melanina
produzida e a transferéncia e distribuicdo de melanina aos queratindcitos. Sendo esta,
responsavel pela diversidade fenotipica de pigmentacdo (LIN, 2007; GREENHALGH, 2015;
VIDEIRA, 2017).

O estimulo dos melandcitos ocorre por multiplas vias de sinalizacdo (Figura 6),
incluindo PKA, MAPK, PKC, WNT/B-catenina e BMP/Smad. O fator de transcricdo MITF, em
sua forma fosforilada ativa, desempenha um papel central na regulacdo dessas vias,
promovendo a expressdo de enzimas melanogénicas, como Rab27a e PMEL17. O receptor de
melanocortina 1 (MC1R), um dos principais determinantes do pigmento cutaneo, regula a
produgdo e o tipo de melanina. Sua ativa¢ao ocorre pela ligagao de agonistas como a-MSH,
ACTH e produtos clivados da POMC, desencadeando a via adenilato ciclase/cAMP/PKA. Isso
leva a fosforilagdo da proteina CREB e a inducédo transcricional do MITF, essencial para a
regulacdo da tirosinase (TYR), TRP1 e TRP2. Além da via POMC/MC1R/cAMP, 0 MITF
também é estimulado pelo fator de célula-tronco (SCF) ao se ligar ao receptor c-kit. Outros
mediadores, como b-FGF, endotelina-1 (Edn-1), SCF, prostaglandinas e leucotrienos,
produzidos por queratindcitos e fibroblastos, também influenciam sua expressdo (MOOLLA;
MILLER-MONTHROPE, 2021; ZHONG et al., 2023).

Neste processo de ativacdo da melanogénese, os melanossomos passam por quatro fases

de maturacédo (I-1V). Nas fases | e 1, sdo pré-melanossomos esféricos e imaturos, sem sintese
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de melanina. No final da fase Il, tornam-se alongados e fibrilares. No estagio Ill, inicia-se a
atividade da tirosinase (TYR) e a deposicao de melanina nas fibrilas internas. A maturacéo final
ocorre no estagio 1V, onde a sintese e o transporte de melanina se completam. Sendo que a
forma do melanossomo define o tipo de melanina produzido: os arredondados e fibrilares geram
eumelanina, enquanto os menores e menos pigmentados produzem feomelanina. O transporte
dos melanossomos maduros para 0s queratindcitos ocorre por exocitose, citofagocitose ou fusao
da membrana plasmatica (ZHONG et al., 2023).
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Figura 6: Principais vias de sinalizagdo na regulacdo da melanogénese. A melanogénese é regulada por
multiplas vias de sinalizagdo, incluindo MC1R/cAMP/PKA, WNT/B-catenina, c-KIT/MAPK e ET-1/PKC. Essas

vias ativam o fator de transcricdo MITF, que controla a expressdo de enzimas essenciais como tirosinase (TYR),

TRP1 e TRP2, promovendo a sintese de melanina nos melanossomos. FONTE: ZHONG et al.,2023.

2.4 Tratamentos de hiperpigmentacao pos-inflamatéria associada a queimaduras

e suas limitagoes

Por se tratar de uma hiperpigmentacdo cuténea, nesta situagdo a HIP é um efeito
secundario desencadeado pela lesdo por queimadura (DAVIS; CALLENDER, 2010) e as
terapias para seu tratamento séo escassas. Sabendo que a principal abordagem de queimaduras
de grau | e Il na pele é por via topica, os tratamentos disponiveis mais utilizados para a HIP
também sdo por via topica, acabando por complementar-se. Diferentes aspectos da patogénese
da HIP sdo alvos de terapias e pesquisas para melhora da coloracdo cutdnea (MOOLLA;

MILLER-MONTHROPE, 2021). Agentes clareadores topicos, menos invasivos e de aplicagdo
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mais confortavel, sdo utilizados como tratamento de primeira linha (LUPON et al., 2022). Os
tratamentos tém diferentes mecanismos de acéo, tais como: (1) Retardar/diminuir a producao
de melanina, (Il) aumentar a renovacdo celular, (I11) diminuir a inflamacdo e (1V)
eliminar/quebrar a melanina (DAl et al., 2018). Desta forma, s&o considerados antagonistas dos
receptores celulares, inibidores do estimulo dos melandcitos, inibidores de tirosinase e
inibidores da transferéncia de melanossomos para os queratinocitos (NAUTIYAL; WAIRKAR,
2021; VERONESE et al., 2024).

O uso de despigmentantes tdpicos sdo a solucdo menos invasiva e devem ser
combinados com o uso de protetor solar com alto fator de protecéo contra UVB e UVA, uma
vez que a radiacdo ira estimular a melanogénese (VERONESE, 2024). Atualmente, a
hidroquinona, a arbutina e o acido kdjico sdo os agentes clareadores e despigmentantes mais

conhecidos e utilizados (Figura 7).

O padrdo ouro para tratamento de HIP é a hidroguinona sendo eficaz na concentracao
de 2% a 4%. Utilizado desde a década de 60, atua inibindo a tirosinase interferindo na sintese
de melanina. Apesar de causar melhoria na maioria dos individuos tratados, comparativamente
com o0s ndo tratados, efeitos adversos como erupgdes e prurido foram relatados em 25% dos
participantes (HADDAD et al., 2003). Outros efeitos deletérios da hidroguinona foram
descritos, como eritema, despigmentacao permanente pela morte dos melandcitos (COSTA et
al., 2010), diminuicdo da capacidade de cicatrizacdo da pele podendo a chegar a condi¢bes
patoldgicas como cancer, quando utilizado a longo prazo (JOSEPH; KLEIN-SZANTO;
JAISWAL, 1998). Além disso, outras desvantagens relacionadas a hidroquinona sdo a facil
oxidacdo, apresentando baixa estabilidade em formulages e dificil penetracdo da pele devido
sua estrutura hidrofilica (HSIEH et al., 2014). De acordo com a ANVISA, a utilizacdo da
hidroquinona em produtos cosmeéticos no Brasil ndo é permitida, sendo restrito ao uso
dermatolégico (BRASIL, 2016). Assim como ocorre nos Estados Unidos da América,
regulamentado pela “Food and Drug Administration” (FDA) e em paises da Europa,
regulamentado pela “European Medicines Agency” (EMA).

A arbutina, derivado da hidroguinona, possui estrutura semelhante a tirosina, substrato
da tirosinase, atuando como inibidor de tirosinase (NAUTIYAL; WAIRKAR, 2021). Mais
segura de que a hidroguinona, porém menos eficaz, a concentracao em formulagdes pode chegar

a 7% (DESMEDT et al., 2016). Contudo, em um estudo utilizando-a a concentracdo de 3%, no
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tratamento de hiperpigmentacgdo solar, apresentou eficacia em individuos de pele mais clara,
mas sem resposta em individuos de pele mais escura. Podendo a cor da pele, ser um fator
limitante e a ser observado para tratamento mais adequado (BOISSY et al., 2005). Além desta
desvantagem, assim como a hidroquinona ela possui baixa penetracdo cutanea e pode sofrer

hidrdlise da ligagdo glicosidica e acabar liberando hidroquinona (DESMEDT et al., 2016).

O &cido kéjico (AK) é um metabdlito natural produzido por diversas espécies de fungo.
Seu mecanismo de acdo também € inibidor da tirosinase, contudo, ele atua quelando o cobre
presente na proteina, sendo eficaz na concentracdo de 1% a 4%. Ele apresenta menor toxicidade
qgue a hidroquinona e a arbutina (SAEEDJ; ESLAMIFAR; KHEZRI, 2019). Em estudo
comparando a eficécia de 0,75% AK com 4% de hidroquinona em uma populacao indiana com
hiperpigmentagédo, o AK foi considerado menos eficaz que a hidroquinona. Sendo os efeitos
colaterais reportados, transitorios, com menos de 4% dos individuos que utilizaram o AK,
relatando eritema, apesar de ser um efeito colateral comum, associado ao desenvolvimento de
dermatite alérgica de contato, uma vez que o AK é um potencial agente sensibilizante
(MONTEIRO et al., 2013). No entanto, o uso de AK em formulag6es cosméticas € limitado por
sua alta solubilidade em &gua, dificultando a incorporacédo do ativo em formulagdes cosméticas
a base de o6leo (LAJIS; HAMID; ARIFF, 2012). Ele também pode causar irritacdo na pele e
instabilidade durante o armazenamento (KHEZRI et al., 2020).

Desta forma, a busca por novos agentes despigmentantes que sejam eficazes e
apresentem menor toxicidade que os tratamentos convencionais € uma area de pesquisa
promissora. Em busca de novos despigmentantes descobriu-se a aloesina, a hesperidina e a
curcumina. A aloesina é uma glicoproteina derivada do aloe vera que age inibindo a oxidacao
da L-DOPA e exibindo afinidade maior do que outros tratamentos mais usuais, como arbutina
e AK, apresentando atividade anti- tirosinase de forma dependente da dose. Contudo, sua
penetragdo no estrato corneo foi limitada devido a sua natureza hidrofilica e seu elevado peso
molecular, indicando a necessidade de desenvolver novos sistemas de entrega para melhorar
sua eficacia (CHOI et al., 2002). A hesperidina € um flavonoide presente e extraido de frutas
citrica, conhecido por sua atividade anti-inflamatdria, antioxidante, fotoprotetora e anti-
tirosinase, quando testado em melandcitos humanos (ZHU & GAO, 2008). A Curcuma longa,
também conhecida como curcuma, acafrdo indiano ou somente acafrdo, composto utilizado ao

longo das geragBes como agente aromatizante, fitoterapico e corante. Nela estdo presentes 0s
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curcuminoides, grupo de pigmentos polifendlicos representados pela curcumina (CUR), em
maior quantidade, desmetoxicurcumina (DMC) e bisdemetoxicurcumina (BDMC)
(WAGHULE et al., 2020; HEWLINGS; KALMAN, 2017; MOHD ZAID et al., 2023). Abaixo

descrevermos com mais detalhes sobre a Curcumina por se tratar do composto escolhido neste

trabalho.
HO OH .
~e (Y
HO
Ho! OHO
: HO
Arbutina Hidroquinona
O
| | OH H‘CO
HO
HO
A O ) .
Acido kojico Curcumina

Figura 7: Estruturas quimicas de agentes despigmentantes. Representacéo das férmulas quimicas da arbutina,
hidroquinona, acido kdjico e curcumina, compostos utilizados na modulagdo da melanogénese devido as suas

propriedades inibidoras da tirosinase e a¢do antioxidante.

2.5 Curcumina

A curcumina (C21H2006) € um polifenol cuja estrutura quimica & composta por dois anéis
aromaticos contendo grupos metoxila e hidroxila na posicao orto, ligados por uma cadeia de
sete carbonos contendo uma fragdo P-dicetona o,p-insaturada. Essa configuragdo molecular
permite que a curcumina apresente tautomerismo ceto-enol, predominando a forma ceto em pH
acido e neutro, enquanto a forma endlica se torna mais estvel em condigdes alcalinas. Além
disso, a molécula exibe isomerismo cis-trans, sendo a forma trans a mais estavel devido a
orientacdo espacial de seus grupos fenolicos. Sendo altamente lipofilica, apresenta um
coeficiente de particdo log P de 3,2, 0 que a torna praticamente insolivel em agua, mas solavel
em lipidios. Essa caracteristica favorece sua permeabilidade transmembrana, essencial para
interacOes biologicas, mas também dificulta sua biodisponibilidade em formulagdes aquosas
(KUMARI et al., 2022; MOHD ZAID et al., 2023).

A CUR apresenta diversos beneficios, ja que, possui propriedades anti-inflamatorias e
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antioxidante, eliminando os radicais livres e propriedades antimicrobiana (bactérias, fungos e
virus) pois interage com a membrana da célula for¢cando-a a apoptose (WAGHULE et al., 2020),
além da atividade despigmentante citada acima.

Devido ao seu carater antioxidante e anti-inflamatério a CUR tem sido estuada como
um potencial tratamento para doencas da pele. Sua atividade anti-inflamatoria, suprimindo a
expressao de interleucinas e outros mediadores inflamatorios, reduzem as taxas de citocinas,
melhorando a cicatrizagdo de feridas, a proliferacdo de fibroblastos, a angiogénese e
reepitelizacdo. Quando referido ao crescimento microbiano, a CUR o inibe, devido a promocgéao
da perturbacdo na membrana celular, ocasionando em apoptose precoce. Assim, torna-se um
excelente antimicrobiano (PATEL et al., 2020). Em um estudo realizado por NGWABEBHOH
(2018) em modelo in vivo, avaliou-se esta atividade, utilizando a emulséo Pickering (PE)
carregada com CUR e cumarina contra S. aureus, S. epidermidis, S. Faecalis e E. coli
utilizando o método de difusdo a disco. A regido de inibicdo da PE- CUR contra as bactérias,
foi encontrada em: 9,81mm; 14,00mm; 12,8mm; 9,88mm e 10,69mm, respectivamente. A
CUR provou ser muito util no tratamento de infec¢des por queimaduras, mas devido a baixa
solubilidade, baixa biodisponibilidade e outras limitagdes, a utilizagdo da CUR como
medicamento é limitada (KUMARI; NANDA, 2023).

No que se refere a capacidade cicatrizante, a CUR atua em diferentes etapas e estimulos
para melhora da cicatrizacdo. SHARMA e colaboradores (2022) desenvolveram um trabalho
que puderam observar a partir de experimentos de migragéo celular, angiogénese e proliferacdo
celular, que a CUR colaborou efetivamente na cicatrizacdo da ferida, uma vez que ela fechou
mais rapidamente, durante a fase proliferativa, quando comparada ao controle. Corroborando
com os resultados obtidos em testes realizados in vitro. JA MOBARAKI e colaboradores (2022),
puderam verificar um aumento na taxa de regeneracdo tecidual, viabilidade celular além de
aumento significativamente maior no processo de cicatrizacdo no tratamento com CUR em
comparacdo ao controle. Sendo evidente a efetividade da CUR na regeneracdo celular,
potencializando a cicatrizagdo ao modular a resposta celular, reduzir a inflamagéo e promover
reestruturacdo tecidual eficiente.

Em relacdo a atividade despigmentante, sabendo que, a inibi¢do da tirosinase é crucial
na sintese de melanina (AKTER et al., 2019), impedindo o amadurecimento dos melanossomos
e, por conseguinte, a producdo de melanina, dois compostos fendlicos, CUR e a DMC, foram
isolados de extratos metanolicos de Artocapus altilis e apresentaram atividades inibidoras da

tirosinase mais potentes do que o controle positivo do &cido kojico (NGUYEN et al., 2012).
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AKTER e colaboradores (2019), a partir de testes in vitro utilizando células de melanoma
murino (B16F10), avaliaram a atividade inibitdria da tirosinase e os efeitos antimelanogénicos
na sintese de melanina da CUR extraida de 3 diferentes espécies de Curcuma sp. Obtendo
resultados promissores, quando comparada a atividade da arbutina, utilizado como controle
positivo na atividade anti-tirosinase, e eficaz no tratamento da hiperpigmentacgdo cuténea. Foi
constatado uma atividade significativamente maior da CUR, além de consequentemente
também terem desempenhado bons resultados quanto a atividade antimelanogénica, de maneira
dose-dependente.

Ja o estudo de JEON e colaboradores (2023), também realizou uma investigacao
visando os efeitos de inibicdo melanogénica a partir da via de sinalizagdo MC1R, da CUR,
DMC e BDMC in vitro (em células B16F10) e in vivo em embrides de peixe-zebra (Danio
rerio). Nesta pesquisa constataram que o DMC néo apresentou qualquer atividade biologica.
Contudo, a CUR e 0 BDMC reduziram a produc¢do de melanina induzida por alfa-MSH, de
maneira dose dependente, e regularam negativamente a expressao dos genes TYR, MITF, TRP-
1 e TRP-2, relacionados a producdo de melanina. Entretanto, foram relatados efeitos toxicos de
CUR com concentracdo minima eficaz de 5 uM, sendo assim, toxico para embrides de peixe
zebra durante o periodo de desenvolvimento inicial.

No entanto, as propriedades fisico-quimicas limitam a utilizacdo comercial da CUR,
devido a baixa solubilidade, instabilidade, sensibilidade a luz UV visivel, insolubilidade em pH
neutro entre outros. Para superar essas limitagOes, a curcumina pode ser incorporada em
veiculos aquosos utilizando surfactantes, lipidios, biopolimeros e proteinas, sendo as micelas e
sistemas nanoestruturados, como nanoemulsdes, estratégias eficazes para aumentar sua
solubilidade e estabilidade (MOHD ZAID et al., 2023; WAGHULE et al., 2020; DEL PRADO
etal., 2019; GERA et al., 2017).

2.6 Nanotecnologia no tratamento de hiperpigmentacdo pds-inflamatdria

associada a queimaduras- Uso da Curcumina e PHMB

Nos sistemas de administracdo topica de medicamentos, a pele serve como um dos
Orgdos primarios e acessiveis para aplicacdo de farmacos. No entanto, a pele € uma barreira
altamente eficaz que restringe a penetracdo da maioria dos medicamentos utilizados para fins
terapéuticos. Apenas alguns compostos tém a capacidade de penetrar significativamente na
pele. Como resultado, a maioria das formas farmacéuticas topicas disponiveis hoje no mercado

tém baixa capacidade de penetragdo, levando a beneficios terapéuticos limitados. As
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dificuldades de alcancar a absorcdo adequada de medicamentos atraves da pele usando
formulagBes tdpicas enfatizam a necessidade de novas tecnologias de administragdo
(YUNIARSIH et al., 2024). O uso de nanocarreadores para administracdo de medicamentos
tem ganhado interesse crescente como meio ndo invasivo para melhorar a administracéo
cutdnea e transdérmica de medicamentos que possuem propriedades de penetragdo
desfavoraveis (figura 8) (DRAGICEVIC & MAIBACH, 2018).

ROTA TRANSEPIDERMICA ROTA
TRANSPENDICULAR

Transcelular Intercelular

Figura 8: Esquema das rotas de permeacdo cutanea. A rota transepidérmica ocorre diretamente através da
epiderme e pode seguir a via transcelular, célula a célula, ou a via intercelular, percorrendo o espaco entre as
células. A rota transpendicular utiliza estruturas anexiais, como foliculos pilosos e glandulas, permitindo um

caminho alternativo para a absorcéo de substancias. Fonte: Adaptado de BRITO, 2024.

Os nanocarreadores lipidicos (NLs), atrairam grande visibilidade na administracdo
topica devido a biocompatibilidade, baixa toxicidade e semelhanca com o0s constituintes
cutaneos, apresentando vantagens como melhor permeacdo e retencao através da pele, sem
mencionar liberagdo prolongada, dose otimizada, aprimoramento da farmacocinética e adeséo
terapéutica do paciente (WAGHULE et al., 2020). Dentre os sistemas lipidicos temos 0s
lipossomas, que sdo vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas orientadas
concentricamente em torno de um compartimento aquoso e servem como carreadores de
farmacos, biomoléculas ou agentes de diagnostico; as nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs),
que sdo esferas compostas por lipideos sélidos, com didametro médio variando entre 10 e 1000
nm, permanecendo em estado solido a temperatura ambiente; os carreadores lipidicos

nanoestruturados (NLCs), que séo constituidas por lipideos solidos e liquidos, proporcionando
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maior estabilidade de armazenamento e capacidade de encapsulagdo, além de minimizar a
expulsdo do ativo encapsulado durante o armazenamento; e as nanoemulsdes (NE), que séo
dispersdes coloidais de dois liquidos imisciveis, formados a partir de 6leos, 4gua e surfactantes,
podendo ser Gleo em agua (o/a) ou agua em oleo (a/o) (figura 9) (SINGH et al., 2022). Estas

serdo abordadas com mais detalhes por serem foco deste trabalho.
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Figura 9: Representacao esquematica dos principais nanocarreadores lipidicos. A) Lipossoma é composto
por uma bicamada fosfolipidica que encapsula uma fase aquosa; nanoemulsdo contém um nucleo lipidico liquido
estabilizado por surfactantes; nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) possuem um nucleo lipidico so6lido e os
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) combinam lipidios sélidos e liquidos para maior capacidade de
encapsulacdo. B) Distintos tipos de nanoemulsdes (A/O — dgua em 6leo e O/A — 6leo em &gua), utilizadas para
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de compostos hidrofilicos e lipofilicos. FONTE: Adaptado de
SINGH, 2017.
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Nas NEs um dos liquidos compde a fase dispersa, pois se dispersa sobre 0s outros
liquidos, enquanto o outro forma o meio dispersante, cada fase revestida por moléculas
surfactantes. Em comparacdo com formulagGes tdpicas convencionais, como géis, cremes,
locBes e pomadas, as NEs oferecem vantagens devido a sua capacidade de solubilizacdo, uso
de agentes surfactantes adicionais e maior area superficial de contato. Essas caracteristicas
proporcionam estabilidade a longo prazo, maior solubilidade e permeacdo do medicamento
através das camadas da pele. (KUMAR et al, 2019; WAGHULE et al., 2020;
TAMBUNLERTCHAI; GEARY; SALEM, 2021). Ainda, possuem grande propor¢do entre
superficie e volume, sendo assim, os medicamentos sdo absorvidos rapidamente e a
biodisponibilidade é aumentada.

Em relacdo ao tamanho de goticulas, elas possuem até 500 nm (KUMAR et al., 2019;
WAGHULE et al., 2020). Neste caso, a composicdo das NEs em termos qualitativos e
quantitativos dos componentes presentes na formulacdo, desempenham um papel crucial na
determinacédo do tamanho e uniformidade das goticulas, sendo estes fatores chave para a entrega
do medicamento e/ou farmaco (SCHAFFAZICK et al., 2003). O indice de polidisperséo (PDI),
um parametro de estabilidade, estd intimamente relacionado a estes fatores, uma vez que esta

medida fornecerd informacGes sobre uniformidade ou heterogeneidade do tamanho das
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particulas presentes na NE. Sendo assim, um PDI baixo indica goticulas de tamanho
semelhantes resultando em uma distribuicdo mais uniforme, enquanto, um PDI alto indica
tamanho de goticula diverso e distribuicdo menos uniforme, sugerindo heterogeneidade nas
propriedades das particulas podendo causar instabilidade do sistema (SOUTO et al., 2022).
Outro parametro importante, é o potencial zeta, que se refere a carga elétrica presente nas
particulas dispersas na NE, onde quanto mais elevado o valor do potencial zeta em modulo (30
mV) maior a tendéncia as goticulas tém de se repelir, sendo o ideal, ja que, evita a coalescéncia
e agregacdo das mesmas, indicando maior estabilidade (SOUTO et al., 2022).

Para produzir as nanoemulsdes, sdo necessarias duas etapas principais: primeiramente
sdo formadas as emulsdes grosseiras (Ultra-turrax ®) e na sequéncia técnicas de baixa ou alta
energia sdo aplicadas, para diminuir e homogeneizar o tamanho das gotas em escala
nanométrica (WILSON et al., 2022). A técnica de homogeneizagdo a alta pressdo (HAP),
método amplamente descrito, consiste na passagem de uma dispersdo grosseira por um
equipamento que fara a aplicacdo de uma forca que, em alta presséo e velocidade, cria alto
cisalhamento e turbuléncia nas emulses, resultando na quebra, diminuicéo e uniformidade das
particulas. Sendo este método um processo de fabricacéo escalonavel, utilizado em larga escala
na industria farmacéutica (KUMARI; NANDA, 2023; SOUTO et al., 2022; BRUXEL et al.,
2012).

Sendo assim, as NEs sdo formulacbes versateis, pois oferecem flexibilidade na
formulacéo e na aplicacdo de medicamentos ou cosméticos. Ainda para uso dermatoldgico ela
pode ser incorporada em diferentes tipos de apresentacdo, como: liquidos, cremes, sprays,
hidrogéis, entre outros (SINGH et al., 2022). Desta forma, é uma estratégia para melhorar a
estabilidade, biodisponibilidade e liberacdo controlada de compostos hidrofébicos, como a
CUR, proporcionando melhor penetracdo cutanea e efeito terapéutico. Além disso, no caso do
PHMB, a nanotecnologia pode minimizar a toxicidade tecidual, em ensaios in vitro, tornando
sua aplicacdo mais segura e eficaz.

Em relacéo a avaliacdo da melhora da cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau e a
atividade antimicrobiana na CUR, Kianvash e colaboradores (2017) analisaram a curcumina
nanoencapsulada em propilenoglicol, bem como a estabilidade e biocompatibilidade da
formulacéo (testes segundo normas ISO e citotoxicidade em fibroblastos humanos). Em modelo
in vivo com animais queimados, a formulagdo contendo 3% de CUR demonstrou uma

significativa aceleragdo no reparo da ferida (maior regeneracdo em 8 dias e contragédo completa
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em 18 dias) e apresentou atividade antibacteriana semelhante a do creme de sulfadiazina de
prata 1%, sem efeitos adversos na pele integra (KIANVASH et al., 2017).

J& 0 estudo de Aradjo e colaboradores (2023) comparou dois sistemas de
nanoencapsulagdo de curcumina — nanoemulsdo (NE-CUR) e carreador lipidico
nanoestruturado (NLC-CUR) — visando avaliar qual apresenta melhor desempenho no
tratamento de queimaduras. Para isso, foram formuladas ambas as nanoparticulas,
caracterizadas quanto ao tamanho (~200 nm), eficiéncia de encapsulamento (>90%),
estabilidade (120 dias), perfil de liberacdo, permeacédo e retencdo cutanea, além de testes de
citotoxicidade, em células BJ5TA de fibroblastos, e atividade antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados mostraram que ambas as formulacGes eram
fisicamente estaveis e ndo toxicas e que a nanoemulsdo apresentou maior permeacao e
retencdo cuténea, tanto em pele integra quanto em pele queimada, além de maior efeito
antimicrobiano, especialmente quando combinada com gentamicina.

Partoazar e colaboradores (2016) investigaram a capacidade de um nanocarreador
lipidico de curcumina em promover a regeneracdo tecidual e combater infeccbes em
qgueimaduras de segundo grau, medindo pardmetros de cicatrizacdo (reepitelizagéo,
neovascularizacdo, deposicdo de coladgeno, formacdo de granulacdo, contracdo da ferida) e
reducdo da flora bacteriana da lesdo. Os resultados indicaram uma eficacia antimicrobiana
comparavel a do creme de sulfadiazina de prata, sendo ~11% mais potente que a curcumina
livre na reducdo da carga bacteriana.

Shrotriya e colaboradores (2018), desenvolveram nanoparticulas lipidicas solidas (SLN)
de CUR incorporadas em gel de carbopol, visando melhorar a entrega topica da curcumina além
de tratar a hiperpigmentacdo, avaliando a permeacao, a deposi¢do cutanea da formulacdo e sua
atividade despigmentante por inibicéo da tirosinase. A formulacdo de CUR-SLN (~51 nm, 93%
de encapsulamento) apresentou liberagdo controlada por 24h, alta retencdo na pele e inibicdo
significativa da tirosinase in vitro (potencial despigmentante). Demonstrando-se ser um seguro
e efetivo gel de CUR nanoencapsulada para tratar hiperpigmentagao.

Farooqui e colaboradores (2022) desenvolveram nanovesiculas lipidicas como aditivo
promotor de permeacdo (PE-NVS) carregadas com curcumina com objetivo de aumentar a
absorcdo cutanea e a eficacia topica da curcumina no tratamento de hiperpigmentacéo e
avaliaram suas caracteristicas fisico-quimicas, permeacéo através da pele e efeito terapéutico

em um modelo de hiperpigmentagéo induzida por radiagéo solar em coelhos. Os resultados
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indicaram que as PE-NVs de curcumina apresentaram permeacdo e acumulo cutaneo
superiores, levando a uma maior reducdo das lesdes hiperpigmentadas em comparacdo a
curcumina em solucdo. Além disso, exames histopatologicos confirmaram a diminui¢do da
pigmentacdo na pele tratada. Os resultados indicam que as nanovesiculas permeadoras
constituem um sistema promissor e efetivo para terapia topica de hiperpigmentacdo pos-
inflamatoria e disturbios cutaneos associados.

Em relacdo a eficacia da atividade antimicrobiana e promoc¢do da cicatrizagdo, oS
sistemas nanoestruturados contendo PHMB mostraram ampla eficacia antimicrobiana in vitro
contra patdgenos de lesdes cutaneas. Lipossomas com PHMB demonstraram acdo prolongada
continua atuando sobre bactérias apds a aplicacdo, evitando a recolonizacdo (AHANI et al.,
2021). Ja Muller e colaboradores (2011) combinaram emulsdes O/A ou lipossomas contendo
fosfatidilcolina de gema de ovo e PHMB e avaliaram a atividade bacteriana dos sistemas
contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e citotoxicidade. Foi observado que
tanto o sistema de emulsdes quanto os lipossomas foram capazes de diminuir a citotoxicidade
sem alterar o efeito antisséptico.

Ja o efeito antibacteriano contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina de
nanoparticulas carreadas com PHMB e nadifloxacina foi alvo de pesquisa por parte de
Kamaruzzaman e colaboradores (2018). A associa¢do dos compostos PHMB e nadifloxacina
formulados como nanoparticulas demonstrou ser mais eficaz que a utilizagdo dos
antimicrobianos livres (sozinhos ou em associacdo). Além disso, a formulacdo em
nanoparticulas reduziu a toxicidade do PHMB e manteve inalterado seu poder antimicrobiano.
Em modelos in vivo, feridas tratadas com curativos de PHMB nanoestruturado geralmente
exibem reducdo mais rdpida da carga microbiana, menor resposta inflamatoria local e
aceleracdo na formacdo de tecido de granulacdo em comparacdo a controles. Ni e
colaboradores (2020) relataram fechamento mais rédpido de feridas superficiais em
camundongos tratados com a formulagdo que continha PHMB nanoestruturado. Ja He e
colaboradores (2022) observaram reepitelizagdo e neovascularizagdo mais acentuadas em
feridas infeccionadas tratadas com nanoparticula hibrida de ouro com PHMB, resultado
atribuido a eficaz eliminagdo bacteriana e modulacdo benéfica de macrofagos no leito da
ferida.

Importante notar que varios estudos enfatizam a seguranca dessas formulacGes: a
encapsulagdo ou imobilizagcdo de PHMB atenua sua toxicidade em testes in vitro. Testes de

viabilidade celular (queratinocitos, fibroblastos, células endoteliais) mostraram aumentos na
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proliferacdo e migragéo celular quando comparados a tratamentos com PHMB livre na mesma
dose (GRUTZNER et al., 2015). Em outras palavras, ao controlar a liberacéo e evitar picos de
concentracdo, os carreadores nanoestruturados permitem que a PHMB atue contra
microorganismos sem prejudicar a cicatrizagdo — muitas vezes até criando um ambiente mais
favoravel a regeneracdo do que tratamentos convencionais (p. ex. iodoforos ou prata, que
podem retardar a cicatrizacao).

Diante dos beneficios da nanotecnologia na otimizacdo da biodisponibilidade e
estabilidade de compostos bioativos, a incorporacdo de curcumina (CUR) e poliexametileno
biguanida (PHMB) em nanocarreadores lipidicos representa uma abordagem inovadora e
promissora para o tratamento de queimaduras e distarbios de pigmentacdo cutanea. A
capacidade dessas nanoformulacdes de modular a cicatrizacdo, exercer efeito antimicrobiano
eficaz e regular a melanogénese amplia suas aplicacfes terapéuticas, superando desafios
relacionados a solubilidade, permeacdo e degradacdo dos compostos no meio biolégico. Os
resultados obtidos até 0 momento sdo encorajadores e indicam que a associacdo CUR-PHMB
em nanocarreadores lipidicos pode representar uma alternativa eficaz e segura para 0 manejo

de queimaduras e hiperpigmentacdo p6s-inflamatoria.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a eficicia de nanoemulsdes contendo curcumina e PHMB como possivel tratamento da

hiperpigmentagdo pds-inflamatdria associada a queimaduras.
3.2 Especificos

Preparar NEs contendo CUR e PHMB e caracteriza-las quanto as suas caracteristicas fisico-
guimicas e morfoldgicas;

Realizar estudo de estabilidade das NEs;
Avaliar atividade antioxidante das NEs;
Avaliar a viabilidade e a migracéo celular das NEs in vitro;

Avaliar a atividade antimicrobiana das NEs in vitro, com foco na prevencao de infec¢Oes que
agravam a resposta inflamatoria em lesdes cuténeas;

Avaliar o potencial despigmentante in vitro.
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RESUMO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e atua como barreira protetora, mantendo a
homeostase. Queimaduras comprometem essa funcao, impactando a cicatrizacdo, a estética e
causando efeitos psicolégicos. O tratamento atual prioriza a regeneragdo tecidual, mas néao
aborda adequadamente sequelas como hiperpigmentacdo pés-inflamatéria (HPI). Este estudo
desenvolveu nanoemulsées (NEs) com curcumina (CUR) e polihexametileno biguanida
(PHMB) para acelerar a cicatrizacdo, reduzir infeccbes e minimizar a hiperpigmentacdo. A
nanoencapsulacdo melhora sua solubilidade, biodisponibilidade e reduz a toxicidade do PHMB.
As NEs foram estaveis por 30 dias, com tamanho entre 176,6-232,9 nm, PDI < 0,2 e potenciais
zeta de -38,6 e +38,5 mV. O potencial antioxidante da CUR foi preservado, e a nanoemulsao
de CUR e PHMB inibiu Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Ensaios de
viabilidade celular demonstraram menor toxicidade do PHMB nanoencapsulado, com
sinergismo entre CUR e PHMB (1 + 12,5 pg/mL). A inibicdo da tirosinase revelou um efeito
despigmentante inédito do PHMB, enquanto a formulacdo de CUR e PHMB apresentaram
potencial para inibir a melanogénese. A analise histoldgica da pele suina indicou queimadura
de grau I, sugerindo ajustes na padronizacao para modelos de segundo grau e posterior estudo
da permeacdo cutanea. Os achados indicam que a NE-CUR-PHMB é uma alternativa
promissora para tratar queimaduras e HPI, combinando efeitos cicatrizante, antimicrobiano e
despigmentante. Estudos adicionais sdo necessarios para sua otimizacao e seguranca e eficacia

clinica.

Palavras-chave: pele queimada, pigmentacdo cutanea, nanocarreador lipidico, Curcuma

longa, antimicrobiano.
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ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body and acts as a protective barrier, maintaining
homeostasis. Burns compromise this function, affecting wound healing, aesthetics, and causing
psychological effects. Current treatments prioritize tissue regeneration but do not adequately
address sequelae such as post-inflammatory hyperpigmentation (PIH). This study developed
nanoemulsions (NEs) incorporating curcumin (CUR) and polyhexamethylene biguanide
(PHMB) to accelerate wound healing, reduce infections, and minimize hyperpigmentation.
However, CUR’s low bioavailability and PHMB’s toxicity limit their application.
Nanoencapsulation enhances solubility, bioavailability, and reduces PHMB toxicity. The NEs
remained stable for 30 days, with a particle size ranging from 176.6 to 232.9 nm, PDI < 0.2,
and zeta potentials of -38.6 mV and +38.5 mV. CUR’s antioxidant potential was preserved, and
the CUR-PHMB nanoemulsion completely inhibited Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. Cell viability assays demonstrated reduced toxicity of nanoencapsulated PHMB,
with synergistic effects between CUR and PHMB (1 + 12.5 pg/mL). Tyrosinase inhibition
revealed a novel depigmenting effect of PHMB, while the CUR-PHMB formulation showed
potential for melanogenesis inhibition. Histological analysis of porcine skin indicated a first-
degree burn, suggesting the need for model adjustments to achieve second-degree burns and
further study of skin permeation. The findings suggest that the CUR-PHMB NE is a promising
alternative for burn and PIH treatment, combining wound healing, antimicrobial, and
depigmenting effects. Further studies are necessary for its optimization, as well as to ensure

clinical safety and efficacy.

Keywords: burn injury, skin pigmentation, lipid nanocarrier, Curcuma longa, antimicrobial.
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INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha um papel essencial como
barreira protetora entre o ambiente interno e externo do organismo, sendo altamente
impermeavel. Composta por diversas camadas e dois principais tecidos, epiderme e derme, essa
barreira representa a primeira linha de defesa contra patdgenos, lesdes quimicas e fisicas
(PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008). A epiderme abriga os melandcitos, células
responsaveis pela producdo de melanina, pigmento essencial para a protecdo do DNA contra
raios UV e regulacdo térmica da pele (AN; KOH; BOO, 2009). A manutenc¢do da integridade
cutanea € crucial para garantir a homeostase corporal, porém, agressdes externas podem
comprometer essa estrutura, resultando em diversas lesdes (BENTO-LOPES et al., 2023).

As queimaduras sdo lesdes que variam em gravidade conforme a profundidade, a
extensdo da area atingida e o tecido acometido (SEBASTIAO; SAMPAIO, 2007). Além das
consequéncias fisicas, podem gerar impactos psicoldgicos significativos, especialmente quando
ocorrem em é&reas expostas (MORGAN et al., 2018). Uma das complicacfes mais comuns
durante a cicatrizacdo é a hiperpigmentacdo pds-inflamatoria (HPI), especialmente em
individuos de fototipos mais altos (I11-VI). Embora os mecanismos exatos que levam a HPI
ainda ndo estejam totalmente esclarecidos, acredita-se que sejam resultado do aumento da
atividade inflamatdria local e da producdo desregulada de melanina na pele (ZHONG et al.,
2008; SCHWACHA et al., 2010).

Embora diversas opcOes terapéuticas para hiperpigmentacdo estejam disponiveis,
poucos tratamentos sdo especificos para a HPI decorrente de queimaduras. Além disso, 0s
produtos existentes geralmente exigem longos periodos de uso para apresentar eficacia e estéo
frequentemente associados a efeitos adversos, como eritema, dermatite de contato e até mesmo
agravamento da hiperpigmentacdo (NAUTIYAL; WAIRKAR, 2021). Nesse contexto, a busca
por compostos naturais como alternativa terapéutica tem ganhado destaque, visando maior
eficécia, reducdo do tempo de tratamento e minimizacgéo de efeitos colaterais.

A curcumina (CUR), derivada da Curcuma longa, tem sido amplamente estudada
devido as suas propriedades farmacoldgicas. Estudos demonstram que a CUR possui atividades
anti-inflamatoria,  antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana (MARKIEWICZ-
GOSPODAREK et al., 2022; HEWLINGS; KALMAN, 2017; GERA et al., 2017). Alem disso,
evidéncias indicam que a CUR pode atuar como agente despigmentante, pois inibe a tirosinase,

enzima fundamental na sintese de melanina. No entanto, seu uso em formulacGes
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dermatoldgicas é limitado devido a baixa solubilidade e instabilidade a luz UV e visivel,
dificultando sua penetracéo cutanea e eficécia terapéutica.

Outro composto relevante para o tratamento de queimaduras € a polihexametileno
biguanida (PHMB), um antimicrobiano amplamente utilizado na medicina e na industria
cosmética. O PHMB ¢ eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, biofilmes e
fungos, incluindo Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (KAEHN, 2010). Apesar de
sua toxicidade relatada mesmo em concentracdes reduzidas (REMBE et al., 2016), é bem
tolerado na pele e mucosas, ndo apresentando efeitos sensibilizantes ou fotossensibilizantes em
testes animais (HUBNER & KRAMER, 2010). No entanto, reduzir sua toxicidade sem
comprometer sua eficacia antimicrobiana ainda é um desafio importante (WAGHULE et al.,
2020; DEL PRADO et al., 2019; GERA et al., 2017).

Para superar essas limitagdes, a nanotecnologia tem sido explorada na industria
farmacéutica, possibilitando o desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos que aumentam a
estabilidade e a permeacdo cutdnea de ativos, além de reduzir reacdes adversas e otimizar a
liberacdo controlada dos compostos na pele (DRAGICEVIC & MAIBACH, 2018). A
nanoencapsulacdo da CUR e do PHMB pode, portanto, potencializar seus beneficios
terapéuticos ao aumentar sua solubilidade, melhorar a biodisponibilidade e reduzir a toxicidade.
Um dos estudos mais recentes do nosso grupo, desenvolvido por MARTINS et al. (2024),
propds a incorporacdo de nanoemulsdes (NEs) contendo CUR e PHMB em hidrogéis de
hidroxietilcelulose (HMC) e quitosana (QUI) para aplicacdo em feridas cutaneas. Os resultados
indicaram que a NE apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uso topico,
preservando a barreira cutanea e ndo causando alteracBes bioquimicas adversas. Além disso, 0s
hidrogéis contendo as NEs demonstraram maior adeséo e auséncia de irritagdo, destacando o
potencial promissor da NE-CUR-PHMB para aplicacdo topica.

Diante desses achados, este estudo tem como objetivo avaliar a eficicia de
nanoemulsdes contendo CUR e PHMB no tratamento da hiperpigmentacéo pés-inflamatoria
associada gqueimaduras, propondo uma alternativa inovadora para o manejo dessas lesdes. A
abordagem baseada em nanotecnologia pode oferecer uma solugdo eficaz, segura e acessivel,
unindo propriedades cicatrizantes, antimicrobianas e despigmentantes em uma Unica
formulacdo. Além disso, a combinacdo de CUR e PHMB pode representar uma estratégia
multifuncional para otimizar a regeneracdo da pele, prevenindo complicacdes estéticas e

melhorando a qualidade de vida dos pacientes afetados por queimaduras.
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METODOLOGIA
MATERIAIS E METODOS

Materiais e reagentes

Curcumina (CUR), monooleato de sorbitano (Span® 80), monooleato de polietilenoglicol
sorbitano (Tween® 80), triglicerideos de cadeia média (TCM), meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), sal brometo de 3,(4,5-dimetil)-2,5difenil-tetrazélio (MTT), DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), Paraplast®, Tirosinase, Acido Kgjico, tampéo fosfato salino (0,1M;
pH 6,8), L-DOPA e aMSH foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Polihexametileno Biguanida (PHMB) adquirido da Biosynth (Louisville, EUA). Soro fetal
bovino (SBF) e solucdo de tripsina foram obtidos da Gibco (Grand Island, NE, EUA). Metanol,
foi obtido da Pareac® (Barcelona, Espanha), formolaldeido 37% da Neon (S&o Paulo, Brasil)
e agua ultrapura foi obtida utilizando sistema Milli-Q da Millipore®. Todos os demais

produtos quimicos foram de grau analitico ou farmacéutico.
Métodos
Preparo das nanoemulsées

As nanoemuls@es foram preparadas através do método de homogeneizacédo a alta pressdo de
acordo com ARAUJO e colaboradores (2023), com adaptagBes. A técnica consiste na
preparacdo de duas fases, uma oleosa e outra aquosa, manipuladas separadamente, neste
momento inicial. Primeiramente a fase oleosa — CUR, surfactante (Span 80) e TCM
(triglicerideo de cadeia média) — aquecidas a 80°C, em banho maria, sob agitacdo magnética a
1.100 rpm por 30 minutos. Em seguida, a fase aquosa contendo, PHMB, &gua e surfactante
(Tween 80), foram aquecidos até atingir 60°C sob agitacdo magnética a 700 rpm.
Posteriormente, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa, sob agitagdo magnética durante
2 minutos. A emulsdo formada foi encaminhada para o homogeneizador de alta velocidade
(Ultra Turrax®) na velocidade de 14.500 rpm por 4 minutos. Por fim, a formulagéo foi vertida
no homogeneizador a alta pressao (Avestin®) por 12 ciclos (totalizando 4 minutos), com
pressdo de 10.000 psi. Para preparo das nanoemulsbes brancas (NE - BR), a CUR néo foi
adicionada na fase oleosa e 0 PHMB na fase aquosa (ARAUJO et al., 2023).
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Tabela 1: Constituicao das formulaces.

Fase Oleosa Fase Aquosa
Formulacao ;:;I CUR (mg) Span 80 (mg) Tween 80 (mg) PHMB (mg)
NE - BR 140 - 60 40
NE - CUR 140 1,2 60 40
NE - PHMB 140 - 60 40 10
NE-CUR-PHMB 140 1.2 60 40 10

Caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica das nanoemulsGes

Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersédo (PDI) e potencial zeta.

O tamanho de particula, PDI e potencial zeta das formulacBes foram determinados por
espalhamento de luz dindmico utilizando-se o equipamento Litesizer® 500 (Anton Paar). O
tamanho de particula foi realizado em angulo de 90°, na temperatura de 20°C ap6s diluigdo das
amostras em agua Milli — Q®. O raio hidrodindmico foi determinado usando a equacdo de
Stokes — Einstein R.

R = (kBT / 6 inDD),
onde kB ¢ a constante de Boltzmann (J / K), T ¢ a temperatura (em K), D é o coeficiente de

difusdo e n € a viscosidade do meio - neste caso, da agua (n= 0,89 cP a 25°C).

O potencial zeta foi determinado por anemometria laser doppler. Apds a dilui¢do das amostras,
elas foram inseridas em cubeta eletroforética, sob potencial estabelecido de + 150 mV. Os
valores de potencial zeta foram calculados como valores médios da mobilidade eletroforética,
utilizando a equacao de Smoluchowski. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Microscopia eletrénica de transmissédo (TEM)

A analise morfologica das particulas foi realizada por microscopia eletrénica de transmissao
(TEM) utilizando um microscopio Zeiss EM 109 T a 200 keV. Para analise 10 ul das NEs
diluidas em aproximadamente 95x em agua destilada foram depositadas em um grid de cobre
revestido com carbono e acetato de uranila a 2%, utilizado como agente contrastante (VAZ et
al., 2020; MUNICOY et al., 2021).
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Ensaio de estabilidade
As NEs foram monitoradas apds a preparacdo em 2 diferentes temperaturas (4°C e 25°C) nos

tempos 0, 15 e 30 dias, e foram avaliadas caracteristicas fisico-quimicas como tamanho de
particula, potencial zeta e indice de polidispersdo, conforme descrito anteriormente. Todas

analises foram realizadas em triplicata.
Determinacéo do teor e da recuperacao de curcumina e PHMB

O teor de CUR e PHMB nas formulacdes foi realizado em um Cromatografo a Liquido Waters
(Milford, EUA) equipado com bomba quaternaria modelo 600, com sistema de eluicdo por
gradiente, Detector por Arranjo de Diodos 2996, sistema de aquisicdo de dados software
Empower PDA e coluna analitica Zorbax ODS C18 (150 x 4,6 mm d.i., 5 um) (Agilent
Technologies, EUA). Para a determinacdo da CUR, a fase mdvel empregada foi composta por
acetonitrila:dgua ultrapura pH 2,6 (50:50, v/v) com uma vazao de 1 mL/min (VAZ et al., 2020).
O pH da fase movel foi ajustado com acido fosférico. Para a quantificacdo foi utilizado o
comprimento de onda de 425 nm, e uma curva analitica por calibracdo externa a partir de um
padrdo de curcumina diluido em acetonitrila na faixa de concentracao entre 0,25 e 10 mg/L. As
amostras, quando necessario, foram diluidas em acetonitrila. Para a determinacdo do PHMB, a
fase mével empregada foi composta por acetonitrila:agua ultrapura 20 mM acetato de aménio
pH 4 (16:84, v/v) com uma vazdo de 1 mL/min (ARORA et al., 2019). O pH da 4gua ultrapura
da fase movel foi ajustado com acido acético. Para a quantificacdo foi utilizado o comprimento
de onda de 235 nm, e uma curva analitica por calibracdo externa a partir de um padrdo de PHMB
diluido na fase movel na faixa de concentracdo entre 25 a 200 mg/L. As amostras, quando
necessario, foram diluidas na fase mdvel. O contetdo de CUR e PHMB (concentracao total) na
NE foi calculado apos a determinacdo dos compostos ativos dissolvidos e foi expresso em pg
de CUR/mL e ug de PHMB/mL de NE. A recuperacdo de CUR e PHMB foi calculada como a
percentagem total do composto ativo encontrada na NE em relacdo a quantidade inicial
adicionada. Para a realizacdo das andlises as amostras foram preparadas em triplicata
(MARTINS et al., 2024).

Avaliacao da capacidade antioxidante total

O ensaio colorimétrico DPPH foi realizado para avaliar a atividade antioxidante das amostras
nas concentragfes L-CUR (0,5 mg/mL), L-PHMB (5 mg/mL), NE-CUR (0,5 mg/mL), NE-
PHMB (5 mg/mL) e NE-CUR+PHMB (0,5 mg/mL + 5 mg/mL). O método baseia-se na

capacidade de eliminacao do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH).
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Para a analise, foram utilizados volumes de 20 uL e 50 uL de cada amostra, avaliando diferentes
concentracdes para uma melhor compreensao da atividade antioxidante (ANTEZANA et al.,
2021;ANTEZANA et al., 2022). As amostras foram incubadas com 3 mL da solu¢do metandlica
de DPPH (25 mg/L) por 20 minutos. Apds a incubacéo, a absorbancia foi mensurada a 515 nm
utilizando um espectrofotdmetro. A porcentagem de inibicdo da atividade antioxidante foi
calculada utilizando a seguinte equagéo:

% Inibicdo = [1 — (Abs. da amostra / Abs. de DPPH)] x 100
Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana, foi preparado um indculo contendo
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, ATCC 29213) e Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853). As bactérias foram cultivadas em meio Luria
Bertani (LB) (extrato de levedura, 5g/L; NaCl, 10g/L e triptona, 10g/L) a 37°C por 24 horas.
Em seguida, foram diluidas para atingir uma concentracéo final de 1x10° UFC/mL. Para a
determinacdo do nimero de UFC, foram realizadas dilui¢bes seriadas (1:100), que foram
semeadas em placas de Petri contendo meio agar solido. Apos incubacdo por 24 horas, as
col6nias foram contadas manualmente e o nimero de UFC/mL foi calculado usando a seguinte

equacao:
UFC/mL = (N° total de col6nias / Volume da amostra em mL) x Fator de dilui¢do

As NEs e os compostos livres foram testados nas seguintes concentracdes: Tratamentos com
PHMB (0,5 mg/mL); tratamentos com CUR (0,05 mg/mL), ou seja 1:10 p/p. Os controles
utilizados incluiram:

o Controle negativo: Meio LB sem bactérias.

e Controles positivos: (i) Meio LB + bactéria, (ii) Meio LB + bactéria + DMSO (para

avaliar possivel interferéncia do solvente).

As amostras foram incubadas com bactérias + tratamento por 24 horas a 37°C. Apds esse
periodo, aliquotas de 20 uL, foram semeadas em placas de Petri contendo meio agar, e 0
crescimento bacteriano foi avaliado apos 24 e 48 horas (MUNICOY et al., 2021).

Cultura celular

Foram utilizadas células HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados) obtidas da Thermo
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Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA) e B16F10 (melanoma murino). As células foram
cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ambas as
linhagens foram cultivadas sob as mesmas condigdes: 37 °C em atmosfera umidificada com 5%
de COs..

Avaliacdo da Viabilidade e Migracao celular in vitro
Ensaios com queratindcitos

As células HaCaT foram semeadas em placas de 96 e 48 pocos, com densidades de 7 x 103
células/pocgo, respectivamente, para a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular (MTT) e
migracao celular. Ap6s 24 horas de incubacéo, os queratindcitos foram tratados com compostos
livres (L-CUR, L-PHMB e L-CUR-PHMB) e nanoemulsdes (NE-BR, NE-CUR, NE-PHMB e
NE-CUR-PHMB). Sendo o PHMB livre solubilizado em agua destilada e a CUR livre em

metanol e as NEs em meio DMEM.
Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil)-
2,5-difenil-tetrazolio), um método colorimétrico que mede a atividade metabdlica celular via
desidrogenase mitocondrial (MOSMANN, 1983). As células foram tratadas com compostos
livres (L-CUR, L-PHMB e L-CUR-PHMB) e NEs (NE-CUR, NE-PHMB e NE-CUR-PHMB)
nas concentracdes de 13, 6, 3, 1 e 0,8 pg/mL para a CUR; 100, 50, 25, 12,5 e 6,125 pg/mL para
0 PHMB; e combinac6es equivalentes para CUR-PHMB. A nanoemulsdo branca (NE-BR) foi
utilizada como controle na concentracao fixa de 9 pg/mL, juntamente com o meio (DMEM).
Apos o periodo de incubagdo com os tratamentos, 0 meio de cultura foi removido e adicionada
a solucdo de MTT a 5 mg/mL, ajustada para uma concentracgdo final de 0,5 mg/mL. As células
foram incubadas a 37 °C por 60 minutos em atmosfera umidificada com 5% de CO.. O meio
foi entdo removido e os cristais de formazan foram solubilizados com DMSO sob agita¢ao por
30 minutos. A absorbancia foi medida a 492 nm utilizando um espectrofotdmetro SpectraMax®
M2 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). Os resultados foram expressos como
porcentagem da viabilidade celular em relacdo ao controle (DMEM), sendo as analises
realizadas em triplicata (BALESTRIN et al., 2021).

Ensaio Scratch: Ensaio de migracéo celular

A migracdo celular foi avaliada por meio do ensaio scratch-wound, realizado quando a
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densidade celular atingiu aproximadamente 80%. A ferida in vitro na monocamada celular foi
feita utilizando uma ponta de pipeta P200, sendo este considerado o tempo 0. Neste momento,
foi adicionado meio de cultura DMEM 0,5% sem SBF no grupo controle e as solugdes com 0s
ativos para os grupos experimentais. As células foram tratadas com L-PHMB (25 pg/mL), L-
CUR (1,68 pg/mL) e L-CUR-PHMB (1,68 + 25 pug/mL), com as nanoemulsées nas mesmas
concentragdes e a NE-BR na no volume fixo de 9 uL (maior volume de NE testado). As imagens
do ensaio Scratch foram capturadas nos tempos de 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas utilizando uma
camera digital acoplada ao microscépio Olympus IX71 (Olympus Corporation, Shinjuku,
Téquio, Japdo) (BALESTRIN etal., 2021). A analise da migracéo celular foi realizada por meio
do software ImageJ, contabilizando todas as células que migraram para a lesdo gerada ao longo
do tempo. Os resultados foram expressos como valor absoluto de células migratérias e as

analises foram conduzidas em triplicata (MARINHO et al., 2021).

Determinacéo do teor de melanina

A determinacdo do teor de melanina total foi realizada utilizando a linhagem de melanoma
murino, B16F10. As células foram semeadas em placas de 10 cm (3 % 10° células/pogo) e
incubadas por 24 horas para adesdo. Em seguida, foram estimuladas com hormonio a-MSH
(200 nM) durante 24 horas, apés, tratadas com os compostos LIVRES (L-PHMB - 0,0026
mg/mL; L-CUR —0,00031 mg/mL) e NEs (NE-BR, NE-PHMB, NE-CUR e NE-CUR-PHMB,
a 0,5 mg/mL) por 48 horas. Para diluicdo dos compostos livres, utilizou-se meio de cultura
DMEM.

Apdbs um total de 72 horas de incubacdo, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e o pellet
celular foi coletado. A extracdo da melanina foi realizada com solucdo de NaOH e quantificada
por espectrofotometria a 475 nm (CHO et al., 2017). O ensaio foi conduzido em triplicata.

O grupo controle negativo foi normalizado para 100%, e os demais grupos foram comparados
a ele. A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism, utilizando ANOVA, com

nivel de significancia de p < 0,05.

Ensaio de atividade da tirosinase

A avaliacdo da atividade da tirosinase foi conduzida in vitro utilizando a tirosinase de
cogumelos Agaricus bisporus (250 u/mL) e o substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Inicialmente preparou-se a solugdo de tirosinase de cogumelo. Apds, incluimos os tratamentos

nas concentracgdes citadas no item 2.6.1.4 acima e incubados por 2 horas. Para os controles, foi
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utilizado PBS como controle negativo e acido kojico (AK, 50 pg/mL) como controle positivo,
devido ao seu efeito inibidor classico da tirosinase. Como branco da reacéo, foi preparada uma
solucéo contendo L-DOPA sem a enzima tirosinase, analisada individualmente para cada grupo
experimental. A leitura da atividade enzimatica foi realizada por espectrofotometria a 475 nm,
sendo a inibi¢do da tirosinase inferida a partir da reducéo dos valores de densidade Optica em
comparacédo ao controle negativo (CUI et al., 2018). O ensaio foi realizado em triplicata.

Padronizacao de queimadura cutanea

Para este ensaio, amostras de pele integra suina foram doadas pelo frigorifico Castro LTDA,
localizado na cidade de Pelotas - RS. A partir da pele da orelha, foram excisionados discos de
1,70 cm de didmetro com a utilizagdo de bisturi e tesouras cirurgicas.

Para realizacdo das queimaduras térmicas, utilizamos um sistema padronizado composto por
um pino cilindrico de ferro (1 cm de didmetro), um termémetro infravermelho para controle
preciso da temperatura e um isqueiro como fonte de calor. O pino foi previamente aquecido
pela chama do isqueiro até atingir as temperaturas de 110 °C e 130°C, temperatura confirmada
por medicdo direta com o termbémetro infravermelho, garantindo a padronizacdo do processo.
Apos o aquecimento, o pino foi posicionado verticalmente sobre a superficie da pele sem
aplicacdo de forga, utilizando uma estante de tubos Falcon como suporte para garantir a
uniformidade do contato. O pino foi mantido em contato com a pele por 10 segundos, tempo
suficiente para induzir uma queimadura, adaptado de CIORNEI e colaboradores (2024)
(CIORNEI et al., 2024).

Anélise histologica

Apbs a inducdo de queimadura térmica cutanea, amostras da pele foram fixadas em solucéo de
paraformaldeido a 4% por 4 horas. Os tecidos foram incluidos em parafina (Paraplast ®, Sigma,
St. Louis, MO, EUA) e obtidos cortes de 5 pm de espessura em microtomo. A técnica de
hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para corar o tecido. As laminas foram analisadas
morfologicamente e as imagens capturadas com microscopio optico (Olympus SZX16) com
camera acoplada (Olympus SC30) com aumento de 20x e 40 x (MARQUES et al., 2020).

Analise realizada de maneira inicial e visual, de acordo com as camadas da pele danificadas.

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software,
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San Diego, CA, EUA). ANOVA com teste post hoc de Tukey foi utilizado para comparagdes
multiplas. Todos os dados serdo apresentados com média + desvio padrdo (DP). Um valor de p

<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Caracterizacdo das nanoemulsdes

Diferentes NEs foram preparadas pelo método de homogeneizacgéo a alta pressédo (HAP)
e observadas ao longo do tempo. As formulagfes foram preparadas com sucesso e conforme
observacOes visuais ndo apresentaram precipitados ou separacdo de fases. Em relacdo ao
tamanho das NEs, observamos tamanho médio aproximado de 200 nm e goticulas
monodispersas, com PDI < 0,2. O potencial zeta das NEs contendo PHMB foi positivo, sendo
a NE-PHMB com média de +35,66 mV e a NE-CUR-PHMB com média de + 30,26 mV. J4 as
demais NE, apresentaram potencial zeta negativo (NE-BR: - 32,4 mV e a NE-CUR: - 31,66
mV). Essa diferenca de carga observada sugere a adsor¢do do PHMB na superficie das NES. O
teor total de curcumina e PHMB nas formulag6es foram de: 0,6 mg /mL (100%) e 4,2 mg /mL
(84%) e para CUR-PHMB, 0,6 mg /mL (100%) e 4,3 mg /mL (86%) respectivamente (Tabela
2).

Tabela 2: Teor total de NEs

CURCUMINA PHMB
AMOSTRAS concentracao concentracéo
(mg/mL) + DP (mg/mL) + DP
CUR 0,66 + 001 -
PHMB - 425 + 0.03
CUR-PHMB 0.62 + 0.008 438 = 0.07

DP- desvio padréo (inje¢des em duplicata no HPLC)

As nanoemulsdes foram desenvolvidas com sucesso, conforme avaliagdo visual, uma
vez que permaneceram homogéneas, sem indicios de separacdo de fases, sedimentacdo,
floculacdo, coalescéncia, mudanca de cor ou precipitacdo de componentes. Além disso, a
analise do tamanho de particula revelou valores médios adequados e dentro do esperado para
cada formulagdo: NE-BR (225,7 nm), NE-PHMB (204,6 nm), NE-CUR (179,8 nm) e NE-CUR-
PHMB (225,3 nm). A avaliacdo da estabilidade das nanoemulsdes (NEs) ao longo de 30 dias
em duas temperaturas de armazenamento (4°C e 25°C) revelou pequenas variagcbes nos
parametros fisico-quimicos analisados, incluindo tamanho meédio de particula, indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta (Tabela 3). Esses parametros s&o fundamentais para a

caracterizacdo e estabilidade das formulagGes, pois influenciam diretamente na dispersdo



57

coloidal e na manutencéo das propriedades fisico-quimicas. De acordo com o teste estatistico
utilizado, nédo foi observado nenhuma diferenca estatisticamente significativa ao longo do
periodo avaliado, indicando manutencdo da estabilidade coloidal e auséncia de alteracdes
relevantes na dispersdo das particulas. Dessa forma, as NEs testadas demonstram um perfil
estavel durante 30 dias, sugerindo que ambas as condi¢Bes de armazenamento preservam suas

caracteristicas fisico-quimicas ao longo do tempo.

Tabela 3: Estabilidade das NEs ao longo de 30 dias, armazenadas em temperaturas de 4°C e
25°C.

Tempo (dias) = Temperatura (°C) Nanoemulsdes Tamanho = PDI | Potencial

médio Zeta
(nm) (mV)
0 (Zero) 25 NE-BR 2329+ | 0,2% -38,6 £
9,4 0,05 5,2
NE-PHMB 2069+ 0,1% 34,1+
71 0,03 3,6
NE-CUR 181,7+ | 0,1+ -34,7 +

8,3 0,03 4,7
NE-CUR-PHMB = 2255+ 02+ 297%
12,4 0,06 2,5

15 4 NE-BR 2231+ | 02+ -223%
10,5 0,04 9,5
NE-PHMB 2028+ 01+ 334=%
8,5 0,06 08
NE-CUR 1824+ | 01z -35,5

38 0,06 16,5
NE-CUR-PHMB = 2216+ 02+ 323z

13,3 0,03 11

25 NE-BR 2308+ 01+ -386=
11,2 0,06 5,2

NE-PHMB 2053+ 02+ 385%
78 0,03 39

NE-CUR 1766+ | 02+ -275%

39 0,04 81
NE-CUR-PHMB = 2295+ 01+ 286+
10,9 0,06 06

30 4 NE-BR 2171+ 02+ -295%
9,5 0,05 51

NE-PHMB 2023+ 02+ 371%
18,0 0,04 19

NE-CUR 180,0+ | 0,1+ | -250+%

48 0,06 44
NE-CUR-PHMB = 2252+ 0,2+ 295+%
16,2 0,02 39

25 NE-BR 2249+ 02+ -330%
12,4 0,07 9,5

NE-PHMB 2057+ 01+ 352+
6,1 0,04 35

NE-CUR 1785+ | 02+ -356%

4,0 0,06 51
NE-CUR-PHMB = 2248+ 0,2+ 312+
115 0,05 04

*Os dados apresentam tamanho médio de particula (nm), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (mV). As medices foram realizadas no tempo zero (0 dia), 15 dias e
apos 30 dias. O valor representa a média + DP para testes em triplicata. Os dados foram analisados por anélise ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey. *p < 0,05,
diferente ao longo do tempo. NE-BR: nanoemulséo branca; NE-CUR: nanoemuls&o contendo curcumina; NE-PHMB: nanoemulsdo contendo polihexametileno biguanida; NE-
CUR-PHMB: nanoemulséo contendo curcumina e polihexametileno biguanida.
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Avaliacdo morfoldgica das nanoemulsées

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) das nanoemulsées NE-
BR, NE-CUR, NE-PHMB e NE-CUR-PHMB podem ser observadas na Figura 1 e revelam que
as particulas apresentam morfologia predominantemente esférica/arredondada, conforme
esperado para nanoemulsdes. Além disso, observa-se boa uniformidade na distribuicdo do
tamanho das particulas, sugerindo um sistema homogéneo e disperso. Na imagem IV, ha
evidéncias da presenca de aglomerados, o que poderia sugerir uma possivel interacdo entre as
particulas. No entanto, considerando que ndo foi observado este indicativo no teste de
estabilidade avaliando os valores de PDI e potencial zeta, é possivel que esses aglomerados
estejam relacionados ao método de preparo da amostra para microscopia.

Portanto, os resultados obtidos pelas micrografias estdo em concordancia com os dados fisico-
quimicos apresentados na tabela 3, reforcando que as nanoemulsdes mantém estabilidade e

morfologia adequadas ao longo do tempo.

Figura 1: Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das NEs analisadas. As imagens demonstram a
morfologia e distribuicdo das particulas nas diferentes formulagfes (nm < 300nm). 1) NE-BR; 11) NE-CUR; I1I)
NE-PHMB; 1V) NE-CUR-PHMB.

Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante, avaliados pela porcentagem de inibigdo do radical
DPPH, demonstraram que os tratamentos contendo somente CUR ou PHMB, apresentaram
diferengas significativas entre elas, quanto a sua capacidade de inibicdo do radical livre. Neste
ensaio pode-se observar que todos os tratamentos que continham CUR (L-CUR, NE-CUR e
NE-CUR-PHMB) apresentaram alto potencial antioxidante. J& os tratamentos com a

nanoemuls&o branca e apenas PHMB nao demonstraram atividade antioxidante (Figura 2).
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Contudo, quando unimos NE-CUR-PHMB, a formulagdo continua apresentando potencial
antioxidante elevado, o que nos leva a concluir que a CUR é o principal ativo antioxidante e

que a associacdo com PHMB, ndo inibe sua capacidade, mesmo apds o processo de
nanoencapsulamento.
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Figura 2: Avaliagdo da atividade antioxidante das formulac6es pelo ensaio de inibicéo do radical livre DPPH. O
percentual de inibicdo do DPPH foi determinado apds a adigdo de 100 pL de cada tratamento. As formulagdes
contendo apenas CUR (L-CUR e NE-CUR) apresentaram concentragdo final de 0,016ug/mL, enquanto as
formulagdes contendo apenas PHMB (L-PHMB e NE-PHMB) apresentaram concentragéo final de 0,161pg/mL.
As formulagdes contendo CUR e PHMB (NE-CUR-PHMB) apresentaram concentragéo final de 0,016pg/mL +
0,161pg/mL. Os resultados foram comparados ao controle e analisados estatisticamente por ANOVA, seguida do
teste post hoc de Tukey. As barras marcadas com * indicam diferencas estatisticamente significativas (*p < 0,05)
em relacdo ao controle.

Atividade antimicrobiana

O teste de atividade antimicrobiana foi realizado durante o periodo de 24 e 48h (figura 3). Ele
revelou que a curcumina livre (L-CUR) ndo apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento
bacteriano, enquanto o PHMB livre (L-PHMB) demonstrou forte atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Entre as nanoemulsdes testadas, NE-
BR e NE-CUR ndo exibiram atividade antimicrobiana, conforme esperado, enquanto NE-
PHMB manteve a eficacia do PHMB, inibindo ambas as espécies bacterianas. A formulagéo
contendo curcumina e PHMB nanoencapsulados (NE-CUR-PHMB) também mostrou inibicao
completa, indicando que a atividade antimicrobiana do PHMB n&o foi comprometida pelo
processo de nanoencapsulagéo, e que a presenga da curcumina nao interfere nesse efeito. Tanto

a presenga de crescimento bacteriano, ou a auséncia dele, ndo modificou ao longo do tempo.
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Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

24h

Figura 3: Avaliacdo da atividade antimicrobiana frente &s bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa ao longo de 24h e 48h, semeadas em placas de Petri em duplicata. M, meio LB; S, bactérias; S+DMSO,
bactéria+DMSQO; LC=L-CUR, curcumina livre; LP=L-PHMB, PHMB livre; LCP=L-CUR-PHMB, curcumina e
PHMB livre. NB=NE-BR, nanoemulsdo branca; NC=NE-CUR, nanoemulsdo de curcumina; NP=NE-PHMB,
nanoemulsdo de PHMB; NPC=NE-CUR-PHMB, nanoemulséo de curcumina e PHMB. Avaliagdo em duplicada,
com excecdo do meio LB.

Ensaio de Viabilidade Celular

A andlise da viabilidade celular pelo ensaio MTT foi realizada em células HaCat, para avaliar
o efeito citotoxico dos tratamentos livres e NEs, avaliadas em 24h, 48h e 72h em 5 diferentes
concentragdes (0,8ug/mL a 100ug/mL). Podemos observar, na Figura 4, que ao longo do tempo,
a L-CUR e NE-CUR apresentam citotoxicidade estatisticamente significante nas concentragoes
mais elevadas de 13ug/mL e 6ug/ mL. J& nas menores concentragdes, de 1ug/mL e 0,8 pg/mL
tambem obtiveram significancia estatistica, contudo, aparentemente melhorando a viabilidade
celular, comparada ao controle. Contudo, quando comparamos as mesmas concentracfes para
verificar o desempenho de cada dose, somente a NE-CUR nas primeiras 24 hs, foi
estatisticamente significante. O PHMB demostrou reducdo da viabilidade celular ao longo do
tempo, tanto para a forma livre como a forma nanoencapsulada, com excegdo das menores
concentragdes 12,5 pg/mL e 6,125 pg/mL das NE. Sendo ainda observado que a NE 12,5 pg/mL
nos tempos 48 e 72h, apresentou viabilidade celular superior ao composto livre em mesma

concentracdo. Ja se tratando de quando ha a juncdo de ambos compostos CUR-PHMB, todas
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as concentragdes demonstraram significancia estatistica nos 3 tempos, contudo, a NE-CUR-
PHMB resultou em um leve aumento na viabilidade celular nas 72 horas, sugerindo que
possivelmente a combinacdo com a CUR e/ou a adsorcdo dele na superficie das NEs auxilie na
reducdo da toxicidade aguda do PHMB.
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Figura 4: Viabilidade celular (ensaio MTT) de células de queratinécitos humanos (HaCat), em 24h, 48h e 72h de
tratamento. Compostos LIVRE, NE e controle. O valor representa a média + DP para testes em triplicata. Os dados
foram analisados por andlise ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey. *p < 0,05, em relacdo ao controle e
#p < 0,05, entre os grupos LIVRE e NANO de mesma concentragdo. O grafico foi construido utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.2. L-CUR: curcumina livre; L-PHMB: polihexametileno biguanida livre; NE-BR:
nanoemulsdo branca; NE-CUR: nanoemulsdo contendo curcumina; NE-PHMB: nanoemulsdo contendo
polihexametileno biguanida; NE-CUR-PHMB: nanoemulsdo contendo curcumina e polihexametileno biguanida;
Nano: compostos carreados em nanoemulséo; Livre: compostos dissolvidos em veiculos apropriados. Resultados
para a NE-BR néo foram adicionados, pois ha maior concentracdo utilizada para as NE (9 yuL/mL) ndo apresentou
citotoxicidade para a linhagem celular HaCat.

Ensaio Scratch

O ensaio Scratch realizado simula as condi¢fes de uma leséo técnica por meio da criacao de
um arranhdo no meio de cultivo. Como resposta, as células tendem a migrar para ocupar a area
exposta, semelhante ao que ocorre no organismo Vvivo. Este ensaio apresentou limitacfes que
comprometeram sua interpretagdo. Os tratamentos com compostos livres L-PHMB (25 pg/mL),
e L-CUR-PHMB (1,68 + 25 pg/mL), apresentaram contaminacdo, inviabilizando sua anélise.
Ja o controle e a NE-BR (9 pl), ndo apresentaram migracdo celular, mesmo ndo sendo uma
concentracdo toxica, uma vez testada anteriormente no ensaio de viabilidade celular. Em
contrapartida, os tratamentos NE-PHMB (25 pug/mL) e NE-PHMB (1,68 + 25 pg/mL) apesar

dos resultados ndo serem confidveis, apresentaram certa migracéo celular e posterior declinio.
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Desta forma, novos testes estdo sendo realizados para confirmacéo desses resultados.

Ensaio Scratch 24h
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Figura 5: Ensaio Scratch. Namero de células migratdrias ao longo do tempo de 24 horas. Compostos Livre, NEs
avaliados. Dados apresentados a partir do valor absoluto e células que migraram para a “lesdo” em relagdo ao
tempo. Os dados foram analisados somente em relacdo ao DS, diferente entre os grupos. O grafico foi construido
utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2. L-CUR: curcumina livre; L-PHMB: polihexametileno biguanida
livre; L-CUR-PHMB: curcumina e polihexametileno livre; NE-BR: hanoemulsdo branca; NE-CUR: nanoemulséo
contendo curcumina; NE-PHMB: nanoemulsdo contendo polihexametileno biguanida; NE-CUR-PHMB:
nanoemulsdo contendo curcumina e polihexametileno biguanida. Controle= somente meio.

Ensaio de atividade da tirosinase

O ensaio de inibicdo da tirosinase de cogumelo foi conduzido para avaliar o efeito das
formulacdes sobre a atividade dessa enzima, que tem um forte papel na sintese de melanina. Os
resultados demonstraram que, entre os tratamentos de compostos livres, os grupos L-PHMB e
L-CUR-PHMB apresentaram uma reducdo significativa na atividade da tirosinase, quando
comparados ao controle (***p < 0,001), sugerindo que o PHMB esté atuando na regulacéo da
tirosinase (figura 6). Esse achado é relevante, pois indica que o PHMB pode interferir na via de
sintese da melanina. Em contrapartida, os grupos contendo NEs, ndo demonstraram efeito

significativo sobre a atividade da tirosinase, mantendo os valores préximos ao controle.
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Figura 6: Percentual de atividade da tirosinase de cogumelo. Compostos Livre, NEs e Controle positivo foram
normalizados em relacdo ao grupo controle. Os dados foram analisados por analise ANOVA seguida pelo teste
post hoc de Tukey. ***p < 0,001, diferente entre os grupos. O grafico foi construido utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.2. L-CUR: curcumina livre; L-PHMB: polihexametileno biguanida livre; L-CUR-PHMB:
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curcumina e polihexametileno livre; NE-BR: nanoemulsao branca; NE-CUR: nanoemulséo contendo curcumina;
NE-PHMB: nanoemulsdo contendo polihexametileno biguanida; NE-CUR-PHMB: nanoemulsdo contendo
curcumina e polihexametileno biguanida; Controle: PBS; Controle +: acido kojico.

Determinacéo do teor de melanina

Para avaliar o efeito dos compostos livres e nanoemulsdes na melanogénese, células B16F10
foram estimuladas com o hormdnio estimulante de melandcito (a-MSH) e, em seguida, tratadas
com os compostos livres e NEs. Os resultados demonstram que os tratamentos com PHMB livre
(L-PHMB e L-CUR-PHMB) apresentaram um efeito redutor significativo na producdo de
melanina, corroborando com o ensaio de tirosinase, onde a atividade da tirosinase tambem foi
reduzida nesses grupos. Em contrapartida, a CUR livre (L-CUR) também apresentou reducéo
significativa na producéo de melanina, embora em menor intensidade, comparada aos grupos
com PHMB livre (figura 7). Com relacdo as NEs, todas apresentaram reducdo estatisticamente
significativa na produgdo de melanina, quando comparadas com o controle. Contudo podemos
observar que apesar de inibir a producdo de melanina, as NEs que contém ativos, possuem um
efeito inibidor semelhante (NE-PHMB; NE-CUR; NE-CUR-PHMB).
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Figura 7: Percentual do potencial inibidor de melanina total em células B16F10 estimuladas por horménio
estimulante de alfa-melanocitos (a-MSH). Compostos Livre, NEs e Controle positivo foram normalizados em
relagdo ao grupo controle. Os dados foram analisados por andlise ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey.
***p < 0,001, diferente entre os grupos. O gréafico foi construido utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2. L-
CUR: curcumina livre; L-PHMB: polihexametileno biguanida livre; L-CUR-PHMB: curcumina e
polihexametileno livre; NE-BR: nanoemulsdo branca; NE-CUR: nanoemulséo contendo curcumina; NE-PHMB:
nanoemulsdo contendo polihexametileno biguanida; NE-CUR-PHMB: nanoemulsdo contendo curcumina e
polihexametileno biguanida; Controle: DMEM; Controle +: acido kojico.

Analise Histoldgica

A analise histoldgica foi realizada em pele suina, integra e lesionada por queimadura térmica
a temperatura de 110°C e 130°C com tempo de contato de 10s (figura 8). Na pele integra (1),
pode observar tecidos preservados, com epiderme bem definida, com estrato corneo integro e
evidente. Papilas epidérmicas e dérmicas aderidas, seguidas da derme com distribuicao

homogénea das fibras coldgenas. Sem rompimento do estrato corneo ou da epiderme. A pele
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exposta a 110 °C por 10 segundos (lI), exibe alteragdes morfoldgicas evidentes, como
desorganizacdo das camadas epidérmicas do estrato corneo, presenca de bolha epidérmica
resultante do descolamento da camada cornea da epiderme e possivel descamacao. A pele
submetida a 130°C por 10 segundos (I11), apresenta 0 mesmo dano observado na imagem II.
Sem a evidéncia de bolha epidérmica. As caracteristicas observadas nas imagens Il e Ill, sdo
classicas de queimadura de grau I, que atinge exclusivamente o tecido da pele mais externo, a

epiderme — estrato corneo.
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Figura 8: Imagens histoldgicas de pele suina. Imagens obtidas por microscopia 6ptica (40x). Tecido corado com
técnica de hematoxilina e eosina (HE). Laminas evidenciam camadas em pele integra e lesionada por queimadura
térmica de grau I, onde ha evidente dano da epiderme. 1) Pele integra. 1) Pele queimada a 110°C por 10s. I11)

Pele queimada a 130°C por 10s.

Discussao

As queimaduras afetam milhGes de pessoas anualmente, sendo frequentemente
acompanhadas por infec¢bes bacterianas, tanto de bactérias Gram-positivas como de Gram-
negativas, o que compromete o processo de cicatrizacdo e acaba favorecendo a
hiperpigmentacdo-p6s inflamatoria. Neste estudo, investigamos a associa¢do da curcumina
(CUR) e do polihexametileno biguanida (PHMB) em nanoemulsdes, visando combinar suas
propriedades antimicrobiana, antioxidante, cicatrizante e despigmentante. Enquanto a CUR
atua na modulacdo da inflamacdo, tem efeito cicatrizante auxilia na inibicdo da
hiperpigmentacdo, o PHMB proporciona acdo antimicrobiana prevenindo infecgdes

secundarias.
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A formulacdo estudada neste trabalho, baseia-se em pesquisas prévias, onde uma
nanoemulsdo contendo CUR foi desenvolvida por ARAUJO e colaboradores (2023) visando o
tratamento de queimaduras. Posteriormente MARTINS e colaboradores (2024), incluiram o
PHMB nesta formulacdo, resultando na NE-CUR-PHMB. No presente trabalho, foi
verificado que além dos efeitos cicatrizante e antimicrobiano, ambos compostos CUR e
PHMB possuem efeito despigmentante, e essa inovagdo possibilita uma abordagem
multifuncional para o tratamento de queimaduras. Vale também ressaltar que ainda ndo ha
relatos na literatura sobre o efeito despigmantante do PHMB.

Visando a utilizacdo deste tratamento para queimaduras, por via topica, e sabendo que
a permeacdo de farmacos pela pele é um desafio devido a barreira protetora imposta pelo estrato
corneo (SC), sua compactacao e matriz celular lipidica, as NEs surgem como uma estratégia
promissora para superar essa limitacdo e melhorar a liberacdo de farmacos na pele. As
nanoemulsdes desenvolvidas neste estudo apresentaram tamanhos médios de particula variando
entre 176,6 nm e 232,9 nm (Tabela 1) e morfologia esférica e uniforme. Esses tamanhos e
formato estdo dentro da faixa considerada ideal para permeacdo cutanea, especialmente para
sistemas que visam a liberacdo controlada de farmacos nas camadas mais profundas da pele
(ARAUJO et al., 2023). Estudos indicam que particulas com didmetros entre 100 e 300 nm sio
capazes de penetrar na epiderme e alcancar a derme, promovendo maior eficicia terapéutica
sem risco significativo de absorcéo sistémica (BAROLI, 2010). No entanto, particulas maiores
tendem a permanecer mais tempo na superficie da pele, podendo favorecer uma acéo tdpica
mais prolongada, o que pode ser desejavel para o tratamento de queimaduras e cicatrizacao
(DRAGICEVIC; MAIBACH, 2018).

As diferencas observadas nos tamanhos das particulas entre as formulacdes podem estar
relacionadas ao método de preparacdo, composicao e estabilidade ao longo do tempo. As
nanoemulsdes contendo PHMB (NE-PHMB e NE-CUR-PHMB) apresentaram valores de
tamanho medio levemente superiores (202,8 — 229 nm) as demais formulagdes com ativos
incorporados, o que pode ser explicado pela interagdo do polimero catibnico com o0s
surfactantes da emulsdo e sua adsor¢do na superficie das goticulas (LIMA et al., 2021). Além
disso, o indice de polidispersdo (PDI) abaixo de 0,2 em todas as amostras confirma uma
distribuicdo homogénea de tamanho das particulas, indicando a estabilidade das formulagdes e
evitando a formac&o de agregados que poderiam comprometer a permeagao cutanea.

Os testes de estabilidade realizados ao longo de 30 dias demonstraram que as
nanoemulsdes formuladas permaneceram estaveis mesmo em temperatura ambiente (25°C),
sem alteragdes significativas no tamanho médio das particulas, PDI e potencial zeta (Tabela 3).
Esses resultados séo relevantes para a aplicacdo comercial, pois protegem a curcumina da

degradacdo, melhoram a estabilidade e garantem que o produto pode ser armazenado e
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transportado sem necessidade de refrigeracdo, reduzindo custos logisticos e aumentando sua

viabilidade em regiGes com infraestrutura limitada (MD SAARI et al., 2020). Também
importante pois facilita a incorporacdo da formulagdo em curativos ou géis para uso hospitalar
e domiciliar (SHALABY et al., 2023). Por exemplo, NEs de CUR mantiveram os parametros
quimico-fisico praticamente inalterado por 6 meses a uma temperatura de 25°C (YOUSEF et
al., 2019). Em outro estudo, realizado por nosso grupo de estudo, NEs e CLN carregados com
CUR permaneceram estaveis por 120 dias em temperaturas de 4°C, 25°C e 37°C, com elevada
eficiéncia de encapsulamento (>90%) (ARAUJO et al., 2023).

A literatura demonstra que a estabilidade coloidal das nanoemulsfes é diretamente
influenciada pelo potencial zeta, sendo recomendado um valor superior a £30 mV para evitar
agregacdo de particulas e garantir a homogeneidade da dispersdo (LIMA et al., 2021). No
presente estudo, os valores do potencial zeta das formulagdes foram negativos (~-38 mV) para
as NEs brancas ou com CUR e positivos (~+38 mV) quando PHMB foi adicionado nas
formulacdo. Estes dados indicam que os sistemas possuem uma estabilidade eletrostética e
sugerem que o PHMB esteja na superficie ou interface das goticulas. Além disso, a carga
superficial também afeta a interacdo com a pele. A pele possui uma carga negativa natural
devido a presenca de fosfolipidios como a fosfatidilcolina. Assim, NEs com potencial zeta
positivo podem ter maior interacdo com a superficie cutanea, potencializando a permeacao de
farmacos. No contexto dos componentes das NEs, o (PHMB) é um polimero catiénico devido
a presenca de grupos biguanida, conferindo-lhe carga positiva as goticulas. Essa caracteristica
permite que NEs contendo PHMB interajam mais eficazmente com a pele, potencializando a
permeacao do farmaco (KAMARUZZAMAN et al., 2018) . Por outro lado, a curcumina possui
grupos fendlicos e endlicos que, ao ionizarem em meio aquoso, conferem uma carga negativa
as NEs.

A CUR é reconhecida como um potente antioxidante e eliminador de radicais livres,
requisitos importantes para a reducdo do estresse oxidativo em lesdes de queimadura e HPI.
Diversos estudos prévios, estabeleceram que a CUR possui forte atividade antioxidante e anti-
inflamatoria, contribuindo para a protecédo tecidual(RAPTI et al., 2024). No ensaio DDPH, as
NEs sdo colocadas em meio metanolico e isso acaba acarretando no rompimento das NEs, desta
forma, neste estudo verificamos se a atividade oxidante foi afetada ou ndo pelo processo de
producdo das NEs e ndo se ha diferenca entre 0 composto livre ou nanoencapsulado. Como
resultado do ensaio, verificamos que todos os tratamentos que continham CUR foram capazes
de inibir o DDPH, com um leve efeito maior da CUR livre. Estes dados corroboram com os

dados reportados por SAARI e colaboradores (2020), que observaram que apesar da atenuagédo
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da capacidade oxidante (~8% menor do que a CUR livre), o potencial oxidante se mantém apos
0 processo de encapsulamento.

Manter o efeito antioxidante € relevante porque, no microambiente da pele queimada, o
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) poés-inflamacdo pode estimular a
melanogénese e danificar os tecidos. Neste sentido, a CUR pode neutralizar ROS, mitigando
danos e a cascata inflamatdria que leva a HIP. Em estudo in vivo a aplicacdo de CUR em lesGes
cuténeas, reduziu marcadores de estresse oxidativo e ativou a via Nrf2/HO-1, elevando enzimas
antioxidantes endogenas (como SOD, catalase) no tecido cutaneo (WU et al., 2023). Assim a
atividade antioxidante da CUR, ajuda a proteger as células da pele contra o estresse oxidativo,
favorecendo a regeneracado tecidual com menor efeito da HIP.

Nesse sentido, a CUR age diretamente na ac¢ao redox, antioxidante, e o PHMB, indiretamente,
controlando infecgOes, diminuindo a carga inflamatdria na lesdo infectada e/ou inflamada.

Queimaduras sdo lesdes cutaneas altamente suscetiveis a infeccbes, como ja
mencionado anteriormente, e a presenca de bactérias prolonga a inflamacéo e piora o tempo de
cicatrizacdo, podendo agravar a HIP. No ensaio de atividade antimicrobiana realizado contra
patdgenos comuns encontrados em queimaduras, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa testando as NEs desenvolvidas, em 24h e 48h, e observamos que nos tratamentos
que continham PHMB néo houve crescimento bacteriano em nenhum dos tempos (figura 3). A
eficacia do PHMB ja havia sido relatada em outros experimentos, inclusive contra Candida
albicans (LORINCZ et al., 2024), mostrando assim que este composto é um antisséptico de
amplo espectro, combatendo microrganismos que podem atrasar a reepitelizacéo e intensificar
a HIP pos-lesdo. Por outro lado, apesar de haver alguns relatos indicando que a CUR possui
efeito antibacteriano, este resultado ndo foi observado no nosso estudo, talvez em funcdo da
concentracdo testada e varios outros estudos também ndo observam este efeito para CUR.
SHARMA e colaboradores (2022) (SHARMA et al., 2022), testaram a CUR em ensaio que
avaliou efeito antimicrobiano utilizando a bactéria Escherechia coli, na concentracdo de
0,18 ug/ml e neste estudo também ndo obtiveram nenhum efeito antimicrobiano. Em estudo
realizado em nosso grupo de pesquisa, por ARAUJO e colaboradores (2023), pode-se observar
65% de inibicao bacteriana apds 24h, apenas quando foi feita uma associagdo da NE contendo
CUR ao antibiotico gentamicina. Da mesma forma, uma revisdo realizada por KUMARI e
colaboradores (2023) destacou justamente o potencial da CUR como agente microbiano topico
em queimaduras, melhorando a penetragédo cutanea e aumentando sua eficacia contra infec¢des

dessas lesdes, mas quando associado a um outro composto antimicrobiano.
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Se tratando da citotoxicidade de um tratamento inovador, avaliar a viabilidade celular
e a migracdo celular sdo informagdes importantes. Quando acrescentamos 0 objetivo deste
tratamento, como melhora no tempo de cicatrizacdo ou estimulo da cicatrizacdo, primeiramente
precisamos garantir que a NE ndo seja citotoxica as células (queratinocitos e fibroblastos) e
posteriormente avaliar se a formulag&o ira estimular ou pelo menos, ndo prejudicar a migracéo
celular. Neste trabalho foi avaliado a viabilidade celular em células de queratindcitos humanos
(HaCat), ap0s exposicao de 24-72h (figura 4). Os resultados obtidos, demostram que tanto a
CUR como o PHMB possuem um efeito citotoxico dose-dependente e que podem ser usados
com seguranca em concentraces mais baixas. Também verificamos que a utilizacdo do PHMB
em um sistema nanoemulsionado aparentemente pode auxiliar a diminuir sua toxicidade. Este
fato corrobora com estudo de KAMARUZZAMAN e colaboradores (2018), onde a
nanoencapsulacdo do PHMB reduziu sua toxicidade ao controlar sua liberacdo e limitar sua
interacdo direta com as células. Ensaios com queratindcitos mostraram que o PHMB livre,
isolado ou em combinagdo com nadifloxacino, causou alta liberagéo de lactato desidrogenase
(LDH) e reducdo na viabilidade celular, indicando toxicidade. Por outro lado, quando
formulado como nanoparticulas, o PHMB apresentou liberacdo mais lenta, com menor efeito
citotdxico, afetando a viabilidade celular apenas em concentrages mais elevadas.

A HIP acaba sendo a consequéncia do aumento de producdo ou deposi¢ao de melanina
na pele, apds o processo inflamatorio causado pela queimadura (DAVIS; CALLENDER, 2010).
Sendo assim, é interessante que para trata-la a NE atenue a melanogénese — inibindo a tirosinase
(enzima chave da sintese de melanina) ou modulando outras vias regulatérias dos melandcitos.
Ha relatos na literatura que a CUR possui efeito despigmentante, sendo que em ensaios in vitro
com melandcitos humanos, foi possivel observar que a CUR reduziu significativamente a
atividade da tirosinase e a sintese de melanina de forma dose-dependente, apesar de nao elucidar
se CUR inibe a melanogénese ou se inibe outras vias como MITF, ERK, PI3K/Akt e GSK 34
(TU et al.,, 2012). Recentemente, outro estudo também indicou que a CUR e derivados
curcuminoides tém atividade antimelanogénica em modelos celulares e em embrides de
zebrafish (Danio rerio), reduzindo a pigmentacéao cutanea (JEON et al., 2023). No experimento
realizado neste trabalho, que avaliou a inibi¢do da tirosinase, nos tratamentos com L-PHMB e
L-CUR-PHMB apresentaram efeito despigmentante maior que 0s outros tratamentos propostos,
trazendo um dado interessante e inesperado, que é o indicativo que o PHMB também apresenta
este efeito. Quando comparamos os compostos livres e as nanoemulsfes, as NEs néo

apresentaram efeito despigmentante, mesmo aqueles contendo PHMB. Resultados como esse,
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Que demonstram a diferenga entre compostos livres e nanoencapsulados no potencial
despigmentante, ja foram verificados anteriormente. ROSELAN e colaboradores (2021) ,
puderam constatar que o acido kéjico nanoencapsulado teve efeito despigmentante menor que o
ativo livre (ROSELAN et al., 2021). Mesma observacéo feita por ZILLES e colaboradores
(2022) em seu ensaio. Este efeito pode acontecer pois a molécula, que apresenta o efeito
bioldgico, esta encapsulada,ou seja, dentro de uma gota de 6leo nanomeétrica, prejudicando o
contato entre a molécula e a enzima, podendo ndo haver a liberacéo rapida do ativo. Sendo
assim, possivelmente o ativo precisaria de mais tempo para ser liberada, devido ao tempo
curto de experimento (ZILLES; ALEGRE, 2022). Portanto, devido ao ensaio ser realizado em
um curto espago de tempo (2 horas) néo visualizamos o efeito das NEs. No entanto, através
deste resultado, também podemos confirmar que o PHMB, por mais que seja um composto
hidrofilico e adicionado na fase externa da formulacdo, realmente se encontra
nanoencapsulado nas nanogoticulas, uma vez que este ndo estava disponivel na fase externa
para exercer 0 mesmo efeito do composto livre.

Além disso, gostariamos de destacar que este € o primeiro relato na literatura de que o
PHMB blogueia a atividade da tirosinase ou interfere em outra via de sintese de melanina. Ao
procurar dados do efeito despigmentante do PHMB na literatura, encontramos apenas estudos
reportando que algumas biguanidas, em especial a metformina, antidiabético mais utilizado no
Brasil, pode modular a melanogénese e amenizar hiperpigmentagdes. Neste sentido, sabe que a
metformina topica reduz a expressao de trés proteinas melanogénicas, tirosinase, proteina
relacionada a tirosina (TRP)-1 e TRP-2 (WANG et al., 2021). Apesar de estudos em humanos
ja estarem sendo desenvolvidos e bons resultados terem sido observados quando comparada a
sua eficiéncia ao uso topico de hidroquinona + tretinoina + fluocinolona (TCC) (BANAVASE
CHANNAKESHAVAIAH; ANDANOORU CHANDRAPPA, 2020), mais estudos precisam
ser realizados para entender melhor como esse efeito despigmentante acontece.

Ja no ensaio de determinacdo do teor de melanina, os tratamentos com L-PHMB
continuaram demonstrando comportamento inibitério mais pronunciado que os demais, mas
neste teste, a CUR também apresentou potencial inibitério de melandgene, corroborando com
0s dados de ROCCHITTA e colaboradores (2022). Diferente do ensaio de inibicdo da
tirosinase, enzimatico, este ensaio é celular, portanto requer tempo de incubacdo mais
prolongado, pois a sintese de melanina envolve multiplos mecanismos intracelulares,
incluindo regulagdo génica, transporte de melanossomos e a¢do de cofatores enddgenos. Além
disso, como este ensaio € realizado em células vivas, houve tempo suficiente par que
ocorresse a liberacdo gradual de CUR e PHMB a partir das NEs, permitindo que o efeito
despigmentante de ambos os compostos fosse observado. No entanto, aparentemente esse

efeito ocorre de forma individualizada e ndo sinérgica.
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Em relacéo a anélise histologica, a mimetizacao de queimadura em pele suina, tem sido

utilizada por se tratar de um tecido com uma anatomia, fisiologia e respostas terapéuticas

semelhantes a nossa. Sendo assim, testes podem ser realizados quanto a permeacao e retencéo
de farmacos em desenvolvimento para uso topico, por exemplo. No nosso trabalho, iniciamos
os testes de padronizagdo de queimadura em modelo de pele suina de 110°C e 130°C em contato
com a fonte de calor por 10s, sem exercer pressdo, buscando produzir um modelo de
gueimadura de 2 grau. Mas as analises histoldgicas demonstraram que 0s tempos e temperaturas
testados ainda ndo foram suficientes para ocasionar essa lesao, assim, novos testes estdo sendo
realizados para melhor padronizacéo e replicabiblidade adequados.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial promissor das NE-CUR-
PHMB para o tratamento de queimaduras e suas complicacdes, como infecces secundarias e
hiperpigmentacdo pés-inflamatéria. A formulacdo das NEs foi eficiente na estabilizacdo dos
compostos ativos, garantindo a preservacdo de suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e despigmentantes. Além disso, a nanoencapsulagéo se mostrou uma estratégia
vantajosa para reduzir a toxicidade do PHMB, quando associada com a CUR em menores
concentragcdes, sem comprometer sua eficacia antimicrobiana, apesar de novos testes com
menores concentracdes serem necessarios. Os ensaios indicam que, enquanto a CUR atua na
modulacdo inflamatdria, antioxidante e na reducdo da melanogénese, 0 PHMB nao apenas
combate infecgdes bacterianas, mas também apresenta um efeito despigmentante inédito na
literatura, sugerindo uma abordagem terapéutica inovadora para evitar a HPIl. Apesar da
necessidade de repeticdes em alguns testes, este estudo abre caminho para futuras investigacdes
voltadas a otimizacdo dessas formulacdes e destaca uma descoberta inesperada com potencial

terapéutico inovador.

Conclusao

Neste estudo, desenvolvemos e caracterizamos NEs contendo curcumina e PHMB (NE-
CUR-PHMB) para o tratamento de queimaduras, com é&nfase na prevencdo da
hiperpigmentacdo pos-inflamatoria. As formulagdes apresentaram estabilidade coloidal, com
tamanho de particula adequado para permeacdo cuténea, baixo indice de polidispersdo e
potencial zeta favoravel a interacdo com a pele. A NE-CUR-PHMB demonstrou atividade
antimicrobiana eficaz contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, além de
preservar a atividade antioxidante da CUR. Os ensaios citotoxicos indicaram que a
nanoencapsulacdo reduziu a toxicidade do PHMB, quando associada com CUR nas menores
concentracgdes testadas podendo isso, estar ligado ao efeito protetor e antioxidante da CUR nas

células. Alem disso, pela primeira vez, foi identificado o efeito despigmentante
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do PHMB, sugerindo que sua acdo vai além da atividade antimicrobiana e pode contribuir para
o tratamento da HPI. Os testes histol6gicos mostraram a necessidade de ajustes na padronizacao
do modelo de queimadura em pele suina para avaliacdo da permeacao e retencéo das NEs. No
geral, os achados deste estudo reforcam a importancia das nanoemulsées como estratégia
multifuncional para melhorar a cicatrizacdo e prevenir sequelas estéticas em queimaduras,

possibilitando futuros avangos no manejo de queimaduras.
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