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Reis Mello DC. Hidrogel de quitosana com nanofibras de policaprolactona (PCL) 
associado a extratos fitoterápicos no metabolismo celular e ação anti-microbiana: 
estudo in vitro [tese]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista 
(Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2020. 
 

 
RESUMO 

 
 

O objetivo neste estudo foi produzir hidrogel de quitosana (CH) com PCL e 
fitoterápicos para uso preventivo de úlcera de pressão. Os hidrogéis de CH foram 
produzidos com glicerofosfato (GP) e com xantana (X), associados ao PCL e foram 
caracterizados por estereomicroscopio, intumescimento, molhabilidade e MEV. 
Posteriormente foram submetidos ao teste de viabilidade (MTT) com fibroblastos 
HFF-1 e queratinócitos HaCat. O hidrogel que apresentou melhor resultado foi 
escolhido para continuar na pesquisa. Posteriormente, extratos de Pfaffia panculata 
K, Juglans regia L, Rosmarinus officinalis L, Zingiber officinale, Própolis e 
Hamamelis foram colocados em contato com cepas de Staphylococcus aureus (S.a) 
(ATCC 6538), Streptococcus pyogenes (S.p) (ATCC 19615), Staphylococcus 
epidermidis (S.e) (ATCC 12228), Pseudomonas aeruginosa (P.a) (ATCC 15442), 
Escherichia coli (E.c) (ATCC 25922) e Klebsiella Pneumoniae (K.p) (ATCC 4352) na 
forma planctônica nos testes de CIM e CMM. Os dois melhores extratos fitoterápicos 
foram avaliados quanto ao sinergismo no teste checkerboard e posteriormente 
associados ao hidrogel anteriormente eleito. A seguir, o comportamento da HaCat e 
HFF-1 com os hidrogéis foi analisado por MTT, proteína total, ELISA, genotoxicidade 
e formação de biofilme monotípico com suspensões padronizadas (107 cel/mL) de 
S.a, S.e, S.p, P.a, E.c e K.p. Na caracterização e viabilidade o hidrogel CHX PCL 
apresentou os melhores resultados.  Os extratos selecionados após CIM, CMM e 
checkerboard foram gengibre (G) e própolis (P). O extrato G se destacou na CIM 
com inibição de K. p e P. a. Os extratos de G e P demonstraram ação microbicida 
para K. p e P. a e somente o extrato P obteve ação microbicida para S. a na CMM. 
Houve ação aditiva dos extratos associados no checkerboard para S.p e ação aditiva 
e sinérgica para S. e. Os grupos de hidrogéis foram compostos por: quitosana 
xantana (CHX), CHX própolis (CHXP), CHX gengibre (CHXG) e CHX própolis e 
gengibre associados (CHXPG), todos associados ao PCL. Todos os hidrogéis 
demonstraram viabilidade celular acima de 70% do grupo controle, permitindo 
metabolismo celular observado na proteína total. Houve quantificação de IL-6 maior 
no grupo CHX nas duas linhagens de células enquanto a quantificação de IL-10 não 
exibiu diferença estatística entre os grupos. Todos os hidrogéis promoveram 
redução acentuada de biofilme de K.p e E.c. Os grupos CHX, CHXP e CHXG 
reduziram biofilme de S.e. O grupo CHXG reduziu biofilme de S.p. Para S.a e P.a o 
grupo CHXPG foi mais eficaz reduzindo biofilme. Concluímos que os hidrogéis 
apresentaram resultados satisfatórios e promissores, trazendo inovação por 
associação de biopolímeros e associação de extratos fitoterápicos pouco estudados. 
Os resultados positivos justificam a continuidade dos estudos com esse biomaterial.  
 
 
Palavras-chave: Quitosana. Hidrogel. Nanofibras. Biofilme. Fitoterápicos. 
Fibroblastos. Queratinócitos.  
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Reis Mello DC. Evaluation of the chitosan hydrogel with PCL nanofibers associated 
with phytotherapeutic extracts in cellular and microbiological activity: in vitro study 
[doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 
Institute of Science and Technology; 2020. 

 
ABSTRACT 

 
 

The aim of this study was to produce chitosan hydrogel (CH) with PCL and herbal 
medicines for preventive use of pressure ulcers. The CH hydrogels were produced 
with glycerophosphate (GP) and xanthan (X), associated with PCL and were 
characterized by stereomicroscope, swelling, wettability and SEM. Subsequently, 
they were submitted to a viability test (MTT) with HFF-1 fibroblasts and HaCat 
keratinocytes. The hydrogel that presented the best result was chosen to continue 
the research. Subsequently, extracts of Pfaffia panculata K, Juglans regia L, 
Rosmarinus officinalis L, Zingiber officinale, Propolis and Hamamelis were placed in 
contact with strains of Staphylococcus aureus (Sa) (ATCC 6538), Streptococcus 
pyogenes (Sp) (ATCC 19615), epidermidis (Se) (ATCC 12228), Pseudomonas 
aeruginosa (Pa) (ATCC 15442), Escherichia coli (Ec) (ATCC 25922) and Klebsiella 
Pneumoniae (Kp) (ATCC 4352) in planktonic form in CIM and CMM tests. The two 
best herbal extracts were evaluated for synergism in the checkerboard test and 
subsequently associated with the previously elected hydrogel. Next, the behavior of 
HaCat and HFF-1 with hydrogels was analyzed by MTT, total protein, ELISA, 
genotoxicity and monotypic biofilm formation with standardized suspensions (107 cel 
/ mL) of Sa, Se, Sp, Pa, Ec and Kp In the characterization and viability the CHX PCL 
hydrogel presented the best results. The extracts selected after MIC, CMM and 
checkerboard were ginger (G) and propolis (P). The G extract stood out in the MIC 
with inhibition of K. p and P. a. The extracts of G and P showed microbicidal action 
for K. p and P. a and only the extract P obtained microbicidal action for S. a in CMM. 
There was an additive action of the associated extracts on the checkerboard for S.p 
and an additive and synergistic action for S. e. The hydrogel groups were composed 
of: xanthan chitosan (CHX), CHX propolis (CHXP), CHX ginger (CHXG) and CHX 
propolis and ginger associated (CHXPG), all associated with PCL. All hydrogels 
demonstrated cell viability above 70% of the control group, allowing cellular 
metabolism observed in the total protein. There was a greater quantification of IL-6 in 
the CHX group in the two cell lines while the quantification of IL-10 did not show 
statistical difference between the groups. All hydrogels promoted a marked reduction 
in the biofilm of K.p and E.c. The CHX, CHXP and CHXG groups reduced S.e biofilm. 
The CHXG group reduced S.p. For S.a and P.a, the CHXPG group was more 
effective in reducing biofilm. We conclude that the hydrogels presented satisfactory 
and promising results, bringing innovation through association of biopolymers and 
association of phytotherapic extracts little studied. The positive results justify the 
continuity of studies with this biomaterial. 
 
 
Keywords: Chitosan. Hydrogel. Nanofibres. Biofilm. Phytotherapy. Fibroblasts. 
Keratinocytes 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

Biopolímeros como a quitosana são estudados em um número crescente e os 

resultados relatam sua potencial utilização em aplicações de pesquisas na área 

biomédica, tais como encapsulamento de células, carreamento de fármacos e 

engenharia de tecidos (Lawrie et al., 2007). A quitosana é obtida pela desacetilação 

da quitina, sendo o segundo biopolímero mais abundante na natureza, uma vez que 

é encontrado em exoesqueletos de crustáceos, insetos, moluscos e parede celular 

de fungos. Esse biopolímero é amplamente desperdiçado pela indústria, devido à 

sua relativa dificuldade de manuseio e limitada solubilidade (Gopalan Nair, Dufresne, 

2003; Ifuku, 2014). 

Por outro lado, a quitosana e seus derivados têm sido pesquisados como 

fonte natural para a produção de hidrogéis e compósitos em diversos campos, 

incluindo curativos, principalmente devido à sua biocompatibilidade, 

biodegradabilidade, abundância, baixo custo e a compatibilidade ambiental 

(Carvalho, Mansur, 2017). 

A integração de matrizes biológicas, tais como a quitosana, com hidrogéis tem 

sido usada para desenvolver dispositivos para engenharia de tecidos, principalmente 

da pele e cartilagem (Weinstein-Oppenheimer et al., 2017). Hidrogéis são compostos 

por cadeias poliméricas hidrofílicas que absorvem grandes quantidades de água e 

não se dissolvem devido a presença de reticulações (Peppas et al., 2006). Hidrogéis 

têm sido usados em aplicações científicas e industriais (Weinstein-Oppenheimer et 

al., 2017), e comparado a outros sistemas, os hidrogéis são mais vantajosos pois 

permitem a incorporação de agentes bioativos e/ou células devido a diversas 

condições de processamento além da entrega dos agentes bioativos ser prolongada 

superando assim a aplicação tópica (Rice et al., 2013). A combinação de 

substâncias orgânicas e inorgânicas tem sido explorada no desenvolvimento de 

biomateriais híbridos, atraindo grande atenção para o design de dispositivos 

médicos (Li et al., 2016). 

Os biomateriais híbridos são compostos por diferentes tipos de materiais, 

sendo um utilizado como base e o outro como material ativo ou para impregnação. 

Os materiais base geralmente usados são os polímeros e nesta classe o PCL  
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(policaprolactona) vem se destacando devido à sua biodegradabilidade ajustável. 

PCL é um polímero linear, hidrofóbico sintético que foi aprovado pela US Food and 

Drug Administration (FDA) como um componente utilizado em diversos suportes 

utilizados para a base de biomateriais, uma vez que pode ser produzido na forma de 

nanofibras. Além disso, a degradação do PCL não produz um ambiente local ácido e 

este material é relativamente barato que o torna adequado para electrospinning (Hsu 

et al., 2016).  

Eletrofiação (Electrospinning) é uma técnica utilizada para produzir as 

nanofibras, as quais são usadas com frequência no campo da engenharia de tecidos 

para produzir materiais que mimetizem a matriz extracelular. Um dos materiais mais 

usados na eletrofiação eletrofiação é a policaprolactona (PCL) por ser um polímero 

biodegradável, biocompatível, possuir alta elasticidade e resistência a tração. Estas 

propriedades contribuem para que a sua estrutura não sofra colapso durante a 

formação de tecido (Jung et al., 2013). Independente do método de produção, o 

desenvolvimento de dispositivos para engenharia de tecidos da pele tem sido 

utilizado na integração de matrizes biológicas com hidrogéis (Weinstein-

Oppenheimer et al., 2010, Man et al., 2016). 

A pele funciona principalmente como uma barreira protetora contra o meio 

ambiente, sendo que a perda da sua integridade desencadeia imediatamente 

processos complexos que visam restaurar a função de barreira epidérmica. Os 

fibroblastos são as células predominantemente encontradas em tecidos conjuntivos, 

como na derme, e também em tecidos conjuntivos danificados, sendo importantes 

nos mecanismos de reparação tecidual e na fase de remodelamento dos tecidos 

(Pan et al., 2006). Os queratinócitos têm papel fundamental na regeneração da pele 

por serem os principais responsáveis pela formação de todas as camadas da 

epiderme. Seu cultivo em laboratório tem importância fundamental para a 

investigação da citotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo, dos distúrbios 

mitocondriais gerados e das alterações no potencial antioxidante intracelular, entre 

outros (Berendji et al., 1999).  

Lesões de pressão, também conhecidas como úlceras de pressão, são áreas 

danificadas na pele devido à pressão e/ou fricção e cisalhamento (Stadnyc et al., 

2018). O reparo de feridas é um processo biológico extremamente complexo, 

basicamente dividido em três fases que se sobrepõem: inflamação, formação de 
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novos tecidos e remodelação. O primeiro estágio é caracterizado por hemostasia e 

por iniciar uma resposta inflamatória controlada. A liberação de várias citocinas pró-

inflamatórias, incluindo quimiocinas e fatores de crescimento, orquestram a atração 

de macrófagos e granulócitos para a área da ferida para remover o tecido morto e 

prevenir a infecção bacteriana. O segundo estágio inclui migração e proliferação de 

queratinócitos (reepitelização) e fibroblastos (formação de tecido de granulação e 

matriz extracelular) bem como angiogênese. Durante o terceiro estágio o colágeno 

antigo é substituído e uma cicatriz é formada. Logo, a cicatrização de feridas requer 

a integração de muitos eventos celulares e moleculares complexos que podem ser 

direcionados em muitos pontos, levando à cicatrização acelerada ou retardada, 

sendo que o atraso neste processo pode conduzir ao desenvolvimento de feridas 

crônicas (Ebeling et al., 2014).  

As úlceras de pressão representam um problema considerável para os 

profissionais de saúde e seus pacientes, embora seja possível evitá-la (Rae et al., 

2018). Houve um aumento na prevalência de úlcera de pressão em 11 países de 

1,1% para 26,7% no ambiente hospitalar e de 6% para 29% na comunidade 

(Graves, Zheng, 2014). Estudos epidemiológicos mostraram que fatores de risco 

para o desenvolvimento de úlcera de pressão são: nível de mobilidade; integridade 

da pele; presença de comorbidades que impactam na oxigenação tecidual ou 

perfusão sanguínea; estado de nutrição da pele; e microclima da pele como 

temperatura e umidade (Rae et al., 2018). 

As feridas abertas deixam com maior risco de colonização por patógenos 

oportunistas, além de proporcionar uma superfície para crescimento de patógenos; 

menor fluxo sanguíneo e hipoxia, os quais são fatores que prejudicam as defesas 

naturais, criando um ambiente ideal para o crescimento bacteriano. As bactérias que 

colonizam o leito da ferida aberta formam comunidades multicelulares ligadas à 

superfície chamadas biofilmes (Kirker, James, 2017). A propriedade chave do 

biofilme é o aumento da resistência antimicrobiana, imunológica, predatória e 

química. Uma vez estabelecidos, os biofilmes tornam-se altamente tolerantes à 

remoção e erradicação. Neste ambiente, as células microbianas exibem um fenótipo 

alterado, particularmente em relação à taxa de crescimento e a transcrição de genes 

(Percival et al., 2012). A estrutura do biofilme pode restringir a penetração do agente 

antimicrobiano. A matriz extracelular do biofilme também pode ligar-se, reter e 
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neutralizar enzimas em concentrações que poderiam inativar um antibiótico (Marsh, 

2005).  

 Em termos de morbidade e mortalidade as infecções de feridas representam 

um grande problema de saúde. Micro-organismos como S. aureus, S. pyogenes, E. 

coli, P. aeruginosa, S. pneumoniae e K. pneumoniae são relatados como 

importantes causadores de infecções de feridas (Pattanaya et al., 2008, European 

Wound Management Association (EWMA 2005).  

Nas úlceras crônicas encontra-se uma microbiota de colonização complexa e 

dinâmica, sendo o S. aureus frequentemente o patógeno mais comum e com o 

maior nível de virulência (Gomes et al., 2014). 

Devido a estas complicações, ao evitarmos o surgimento de úlceras de 

pressão na pele do paciente, protegemos o mesmo de maiores complicações em 

seu quadro clínico geral, reduzimos os custos com tratamentos de feridas que 

podem ser evitadas e devolvemos qualidade de vida ao indivíduo. Nesse contexto, o 

desenvolvimento de biomateriais para uso preventivo torna-se necessário para 

desenvolver uma estratégia de terapia eficiente. 

De modo geral, as infecções bacterianas representam um problema 

significativo para a saúde do paciente e geralmente são tratadas por agentes 

antimicrobianos. Essa situação proporcionou aumento da prevalência de resistência 

por patógenos já conhecidos e também o surgimento de novos organismos 

resistentes, resultando em atraso de terapia eficaz, aumento no tempo de 

hospitalização gerando aumento de custo para o paciente (Andrew et al., 2011). 

O uso de plantas e seus derivados para o tratamento de doenças é um 

conhecimento antigo, que continuam a ser consideradas como agentes potenciais 

para a prevenção e tratamento de doenças nos últimos anos (Fahimi et al., 2015).  

Na Medicina tradicional chinesa, por exemplo, o uso de plantas para o tratamento de 

doenças ocorre há mais de 3.000 anos. O livro The Devine Farmer’s Classic of 

Herbalism (Yang, Cao, 1998) é o compilado mais conhecido e representativo dessa 

cultura, trazendo informações e metodologias do conhecimento sobre plantas 

medicinais. A origem desse conhecimento é derivada da cultura popular, em crenças 

e experiências indígenas. Atualmente, com o desenvolvimento de tecnologias e o 

avanço da ciência, a fitoterapia se tornou um ramo de estudo com um aumento 
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crescente de pesquisas que verificam efeitos biológicos de substâncias derivadas de 

plantas (Yang, Cao, 1998; Sargin et al., 2013; Farooqui et al., 2015).  

A Pfaffia panculata K, conhecida como o Ginseng brasileiro é utilizada 

popularmente para o tratamento de reumatismo e diabetes entre outros (Freitas et 

al., 2004). O extrato dessa raiz possui propriedades antioxidantes, efeitos 

analgésicos e anti-inflamatório (Leal et al., 2010). 

Juglans regia L é o nome científico da Nogueira, pertencente à família 

Juglandaceae, árvore nativa do sudeste da Europa. Seus frutos conhecidos 

popularmente como noz européia são ricos em óleos compostos por ácidos graxos 

insaturados. Os frutos verdes produzem um licor rico em antioxidantes naturais 

como ácido ascórbico, tocoferóis e polifenóis (Almeida et al., 2008; Fernández-

Agullóa et a., 2013; Joshan, Singhb, 2013).  Já as folhas são muito utilizadas 

popularmente para tratamento de doenças da pele como úlceras e irritações 

cutâneas. Outras propriedades dessas folhas incluem ação antidiarreica e anti-

helmíntica, insuficiência venosa e ação adstringente (Fernández-Agullóa et al., 2013; 

Rather et al., 2012). 

Rosmarinus officinalis L. é um arbusto da região Mediterrânea, pertencente a 

família Lamiaceae que tem sido usada para fins medicinais no tratamento de 

bactérias e infecções fúngicas. Apresenta ação preventiva e/ou curativa em doenças 

como asma, amigdalite, obstrução nasal, e constipação. Possui monoterpenos 

antibacterianos e potencial antifúngico, especialmente contra bactérias Gram-

positivas (Ramos et al., 2016). 

Zingiber officinale, conhecido como gengibre, é uma planta amplamente 

utilizada para tratamento de gripes e resfriados além de possuir ação hiperemiante, 

estimular a circulação periférica e exibir ação anti-inflamatória. O estudo de 

Maekawa et al. (2013) demonstrou eficácia do extrato de gengibre para Escherichia 

coli. Contudo, novos estudos são necessários para avaliar sua toxicidade e sua 

atividade antimicrobiana, pois apesar de ser um extrato natural, seu uso indevido e 

doses em excessos podem causar efeitos tóxicos e prejudiciais à saúde (D’Souza et 

al., 2017).  

A Hamameliaceae (Hamamelis) é uma planta que exibe seus principais 

compostos ativos nas folhas e casca, consistem em diferentes taninos: ácido gálico, 

hamamelitannin, e proantocianidinas condensadas. Possui propriedades anti-
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inflamatória e potencial anti-oxidante. É comumente usada para a pele por ser 

adstringente e também em furúnculos, contusões e picadas de insetos. Atualmente, 

Hamamelis é usado em pós-barba para aliviar a pele irritada, em hidratantes para 

tratar a acne, e no cabelo como spray (Colantonio, Rivers, 2017). 

A própolis é uma mistura complexa produzida por abelhas melíferas para a 

proteção da colmeia a partir de pólen, flores, ramos e exsudatos de plantas 

adicionados às secreções salivares destes insetos (Alves et al. 2013). Possui 

substâncias bioativas, como compostos fenólicos - ácidos graxos, flavonóides, 

álcoois aromáticos e ésteres (Longhini et al., 2007). Possui atividade anti-

inflamatória, cicatrizante, antifúngica, hepatoprotetora, antitumoral, antioxidante, 

antiviral e antimicrobiana (Lustosa et al., 2008; Maekawa et al., 2013; Alves et al., 

2013). 

 

A resistência dos micro-oganismos a fármacos tem aumentado 

exponencialmente, seja na área médica, odontológica ou até mesmo alimentícia, 

tornando o combate a bactérias e fungos um desafio. O uso indiscriminado e 

errôneo de antimicrobianos, a grande capacidade de adaptação dos microrganismos 

e diversos outros fatores favorecerem a resistência estabelecida hoje (Kent et al., 

2015). Dentro do aspecto de combate aos patógenos resistentes, a fitoterapia surge 

como uma opção promissora. Além dos remédios convencionais, os fitoterápicos 

podem ser uma alternativa interessante para influenciar positivamente os diferentes 

estágios de cicatrização de feridas (Ebeling et al., 2014). Oferecendo novas 

possibilidades para o tratamento de diversas doenças como na pele. Essas terapias 

melhoram o acesso à saúde, permitindo a superação de algumas limitações como 

os altos custos, os longos tempos de fabricação e o aumento da resistência 

bacteriana. Um dos mais complexos processos em humanos é o reparo de lesões 

cutâneas, uma vez que ocorre uma sobreposição de eventos bioquímicos e 

celulares por meio do desenvolvimento de uma longa cascata orquestrada. Os 

produtos naturais são usados para estimular o processo de regeneração e impedir o 

insucesso da cura da ferida e têm demonstrado resultados promissores (Pereira et 

al., 2016).   

Esta tese, portanto, se propôs a explorar as características da quitosana 

hidrogel com nanofibras de PCL associada a fitoterápicos, visando futuramente a 
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criação de um biomaterial para uso preventivo de lesões de pressão que acometem 

pacientes acamados e cadeirantes. Para isso, analisou-se a influência deste hidrogel 

no comportamento celular in vitro dos fibroblastos e queratinócitos, bem como seu 

efeito sobre biofilme microbiano, utilizando-se para isso, diversos parâmetros que se 

correlacionam e são capazes de fornecer informações mais completas a respeito 

deste biomaterial. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Com base em nossos resultados, pode-se concluir que: 

 

a) sintetizamos com sucesso hidrogéis de quitosana e que o hidrogel de 

CHX é um candidato superior para aplicações biomédicas, como reparo de 

tecidos cutâneos; 

b) os extratos de própolis e gengibre obtiveram os melhores resultados nos 

testes de avaliação inibitória e microbicida. A associação desses dois 

extratos demonstrou de forma geral ser positiva contra o grupo de 

microrganismos estudados na forma planctônica, exceto para Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Observou-se efeito sinérgico e 

aditivo dos extratos de própolis e gengibre combinados sobre S. epidermidis 

e além disso encontramos concentrações aditivas sobre E.coli, e 

S.pyogenes. Sendo assim, esses resultados satisfatórios justificaram a 

continuidade dos estudos da associação de própolis e gengibre sobre os 

microrganismos estudados; 

c) os hidrogéis associados aos extratos obtiveram resultados satisfatórios 

com as duas linhagens de células, porém a adição dos extratos na resposta 

da HaCat obteve resultados mais padronizados nos testes executados 

enquanto as células HFF-1 por vezes apresentou resultados oscilatórios; 

d) na avaliação microbiológica dos biofilmes monotípicos observamos 

redução na resposta dos microrganismos com todos os hidrogéis associados 

ao própolis e gengibre; 

e) na maior parte dos testes executados com células o grupo CHXP e 

CHXPG obtiveram melhor desempenho e com os microrganismos, todos os 

grupos de hidrogéis foram eficazes; 

f) conclui-se finalmente que o hidrogel CHXPG tem grande potencial 

inovador para uso biomédico que justificam a continuidade dos estudos do 

mesmo.
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