@\

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AMARO CESAR LIMA DE ASSIS

FILMES DE ACETATO DE CELULOSE CONTENDO DERIVADO N-
ACILIDRAZONICO PARA TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS

CAMPINA GRANDE-PB
2020



AMARO CESAR LIMA DE ASSIS

FILMES DE ACETATO DE CELULOSE CONTENDO DERIVADO N-
ACILIDRAZONICO PARA TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos- Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual da Paraiba

— UEPB, como requisito para obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Bolivar Ponciano G. de L. Damasceno

CAMPINA GRANDE-PB
2020



E expressamente proibide a comercializag8o deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reprodugdo total ou parcial & permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproduco figure a identificacBo do autor, titulo, instituigio & ano do trabalho.

AB48T  Assis, Amaro César Lima de.
Filmesz de acetato de celulose contendo derivado N-
acilidrazdnico para tratamento de lesdes cutineas [manuscrito]
! Amaro Cesar Lima de Assis. - 2020.

101 p.
Digitado.
DiszertagBo (Mestrade em Ciéncias Farmacéuticas) -

Universidade Estadual da Paraiba, Centro de Ciéncias
Biologicas e da Salde |, 2021.

"Orientagdo : Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima
Damasceno , Departamento de Farmacia - CCBS."

1. Palma forrageira. 2. Acetato de celulose. 3. Filmes
poliméricos. 4. Anti-inflamatdnio. 1. Titulo

21. ed. CDD 615.321

Elaborada por Giulianne M. Pereira - CRB - 15714 BC/JEPB




AMARO CESAR LIMA DE ASSIS

FILMES DE ACETATO DE CELULOSE CONTENDO DERIVADO N-
ACILIDRAZONICO PARA TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs- Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual da Paraiba —
UEPB, como requisito para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 21/12/2020.

ANCAE
~ ~—

Prof. Dr. Balivar Phnciano'Goulart de Lima Damasceno

Universidade Estadual da Para_fba

i : -
i c ."" J ) | 1 l.-'_,":_-,f ¥ 5/ o )
A~ AVELnY, L o L

Prof. Dr. Jodo Augusto Oshiro Junior
Universidade Estadual da Paraiba

mefw [? Mmzv&m-

Prof. Dr. I-lenrique Rodrigues Marcelino
Universidade Federal da Bahia




AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, CESAR ROBERTO COSTA DE ASSIS E MARIA LIMA
DE ASSIS, por todo o amor, toda a fé e esperanca depositadas em mim, todas as palavras de
incentivo, toda a dedicacéo e esforgo para me tornasse o que sou hoje. E com muito orgulho
que posso olhar para tras e ver como os melhores valores e principios do carater humano me
foram repassados de forma exemplar, tudo que sou devo a vocés. Amo muito vocés!

Agradeco ao meu irmdo, JUVENCIO CESAR LIMA DE ASSIS, que como irmio
mais velho sempre foi uma referéncia pra mim, obrigado por tudo. Te amo!

Agradeco a toda minha familia, por toda a forca e pela torcida por mim, sou muito
grato por ter uma familia grande, unida e integra.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Bolivar P. G de L. Damasceno, por todos 0s
ensinamentos, oportunidades concedidas e pela amizade. Muito obrigado por tudo, professor!

Agradeco a todos os amigos do Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de
Produtos Farmacéuticos (LDCPF). Agradeco a todos os ICs e mestrandos. Em especial
Larissa Pereira, Joandra Maisa, Demis Melo, Davidson Wanderley, Prof. Dr Jodo Oshiro, e as
alunas de iniciacdo cientifica Beatriz Patricio, Livia Carvalho e Milena. Todos foram
fundamentais na construcéo desse projeto!

Agradeco a todos os meus amigos de apartamento, obrigado pela forca, amizade e por
todos os momentos de descontracao.

Agradeco a todos 0os meus amigos de 1c6-CE, obrigado pela forca, amizade e por todos
0s momentos de descontragéo.

Agradeco o CERTBIO (UFCG/UEPB), CETENE, UFRN e UFPE por viabilizarem as
analises nesta pesquisa.

Agradeco ao Prof. Dr. Henrique Rodrigues Marcelino por aceitar e contribuir para o
enriquecimento deste trabalho.

Por ultimo, agradeco a todos os professores e funcionarios da UEPB, aqueles que
participaram direta e indiretamente desta jornada. Obrigado pela atencdo, dedicacdo, pelo

conhecimento compartilhado e pela nobre tarefa de formar profissionais.



RESUMO

Diferentes matérias primas de origem vegetal tém sido avaliadas como fontes alternativas
de celulose. No entanto, poucos estudos exploram o potencial de culturas regionais
tipicas, como as forrageiras do semiarido. O objetivo deste estudo foi utilizar a palma
forrageira (Nopalea cochenillifera (L.) Salm Dyck) como matéria prima para extragdo de
celulose, utilizando-a para producdo e caracterizacdo de um de seus derivados, 0 acetato
de celulose (ACT). Caracteristicas como biodegradabilidade, baixa toxicidade e
biocompatibilidade fazem com que este polimero seja explorado no campo farmacéutico.
Desta forma, este trabalho também buscou viabilizar o emprego deste polimero para o
desenvolvimento de filmes poliméricos contendo um derivado N-acilidrazénico chamado
de JR19, com promissora atividade anti-inflamatoria para aplicacdo em lesbes cutaneas.
Para isso foi utilizado o ACT extraido da palma forrageira e o ACT da Sigma-Aldrich®
para um estudo comparativo. O método de extracdo fundamenta-se na oxidacdo das
ligninas que expde as amostras a diferentes meios reacionais, apds o isolamento, a
celulose foi submetida a reacdo de acetilacdo para a substituicdo de grupos hidroxila da
celulose, por grupamentos acetila caracteristicos do ACT. O ACT obtido foi
caracterizado e identificado pelo grau de substituicdo, por espectroscopia de
infravermelho com tranformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX) e
microscopia Optica. Os filmes poliméricos foram desenvolvidos com e sem a
incorporacdo da JR19, para isso, utilizou-se 0 método de evaporacdo de solvente que
atestou rapidez e eficidcia na formacdo das membranas. Técnicas de caracterizacdo
termoanaliticas, espectroscdpicas, avaliacdo das propriedades mecanicas e aspectos
morfoldgicos foram realizados. Os resultados obtidos caracterizaram o ACT como
derivado predominantemente tri substituido, corroborando com o FTIR que indicou a
presenca dos grupamentos acetila no polimero, o DRX demonstrou uma amorfizacdo
caracteristica do processo de acetilacdo da celulose. Até o presente momento a pesquisa
ndo obteve éxito na formacdo de filmes de ACT adquirido do processo extrativo da
palma forrageira, portando, procedeu-se o desenvolvimento e caracterizagdo fisico-
quimica dos filmes de ACT da Sigma-Aldrich®. Para os filmes foram utilizados 1,5% do
polimero, 10% de glicerol (agente plastificante) e acetona PA com solvente da solugdo
polimérica. Foi desenvolvido um método especifico, linear, preciso, exato e robusto para
quantificacdo da JR19. Os ensaios mecanicos demonstraram adequacdo para aplicacao
biomédica. As microscopias avaliaram a mudanca nos aspectos morfologicos com e sem
a adicdo da JR19, possibilitando a visualizar porosidades nas membranas e 0s cristais do
farmaco incorporados. Os resultados das analises termogravimétricas (TG) e
Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) permitiram uma analise conjunta dos
componentes isolados e dos filmes com e sem o farmaco, indicando que ndao houve
interacdes entre polimero/farmaco. O FTIR expressou os principais grupos funcionais das
amostras avaliadas, indicando que houve a incorporagdo da JR19. O DRX indicou a
supressdo da cristalinidade do farmaco nos filmes, o que caracteriza a incorporacdo ou
amorfizacdo da JR19. Desta forma, a palma forrageira pode ser utilizada como matéria
prima na sintese do acetato de celulose, e substancialmente na obtencdo de formulacdes
inovadoras, tendo como vantagem adjacente um baixo custo e valorizagdo da vegetacao
local. As técnicas utilizadas permitiram caracterizar a formulacdo de ACT e JR19,
mostrando-se promissoras para o desenvolvimento destes filmes/curativos como uma nova
proposta de tratamento farmacéutico. A pesquisa ambiciona ainda a avaliagdo do perfil de
liberacdo e ensaio toxicoldgico das mesmas.

Palavras-chave: Palma forrageira. Acetato de cellulose. anti-inflamatério. Filmes
poliméricos.



ABSTRACT

Different raw materials of plant origin have been evaluated as alternative sources of
cellulose. However, few studies explore the potential of typical regional crops such as
semiarid forages. The objective of this study was to use forage palm (Nopalea cochenillifera
(L.) Salm Dyck) as a raw material for cellulose extraction, using it for production and
characterization of one of its derivatives, cellulose acetate (ACT). Features such as
biodegradability, low toxicity and biocompatibility make this polymer exploited in the
pharmaceutical field. Thus, this work also sought to make possible the use of this polymer
for the development of polymeric films containing an N-acylhydrazonic derivative called
JR19, with promising anti-inflammatory activity for skin lesions and the ACT Sigma-
Aldrich® for a comparative study. The extraction method is based on the oxidation of lignins
that expose the samples to different reaction media. After isolation, the cellulose was
submitted to acetylation reaction to replace hydroxyl groups of cellulose, by acetyl groups
characteristic of ACT. The obtained ACT was characterized and identified by the degree of
substitution, Fourier Transform Infrared (FTIR), X-ray Diffraction (XRD) and optical
microscopy. The polymeric films were developed with and without the incorporation of
JR19, for this, we used the solvent evaporation method that attested to the speed and
effectiveness in membrane formation. Thermoanalytical, spectroscopic characterization
techniques, evaluation of mechanical properties and morphological aspects were performed.
The obtained results characterized the ACT as predominantly tri substituted derivative,
corroborating with the FTIR that indicated the presence of the acetyl groups in the polymer,
the XRD showed a characteristic amorphization of the cellulose acetylation process. To date,
research has been unsuccessful in the formation of ACT films acquired from the forage palm
extractive process, so the development and physical-chemical characterization of Sigma-
Aldrich® ACT films has been carried out. For the films 1.5% of the polymer, 10% glycerol
(plasticizer) and acetone PA with solvent of the polymeric solution were used. A specific,
linear, precise, accurate and robust method for quantifying JR19 was developed. Mechanical
tests have demonstrated suitability for biomedical application. Microscopies evaluated the
change in morphological aspects with and without the addition of JR19, making it possible to
visualize porosities in the membranes and the incorporated drug crystals. Thermogravimetric
(TG) and Differential Exploratory Calorimetry (DSC) results allowed a combined analysis of
the isolated components and films with and without the drug, indicating that there were no
polymer / drug interactions. The FTIR expressed the main functional groups of the evaluated
samples, indicating that JR19 was incorporated. XRD indicated the suppression of drug
crystallinity in the films, which characterizes the incorporation or amorphization of JR19.
Thus, forage palm can be used as a raw material in the synthesis of cellulose acetate, and
substantially in obtaining innovative formulations, having the adjacent advantage of low cost
and valorization of local vegetation. The techniques used allowed characterizing the
formulation of ACT and JR19, showing promise for the development of these films /
dressings as a new pharmaceutical treatment proposal. The research also aims to evaluate the
release profile and toxicological assay of them.

Keywords: Forage Palm. Cellulose acetate. anti-inflammatory. Polymeric films.
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1. INTRODUCAO

A palma forrageira, Nopalea cochenilifera (L.) Salm-Dyck, é uma cactacea
amplamente cultivada nas zonas aridas e semiaridas do mundo, devido a sua excepcional
adaptacdo as condicOes edafocliméticas dessas regides. H& muitos anos tem sido utilizada
como forragem por pequenos produtores no nordeste do Brasil, onde sdo cultivadas em
centenas de milhares de hectares (SILVA, 2012).

Apesar do seu enorme potencial produtivo e suas mdultiplas utilidades, tais como: na
alimentacdo humana, na producdo de medicamentos, cosméticos e corantes, na conservagao e
recuperacgdo de solos, na fabricacdo de adesivos, colas, fibras para artesanato, papel, corantes
e mucilagem; que revelam a versatilidade dessa espécie vegetal, a palma ndo tem sua
potencialidade explorada plenamente. Em consequéncia, vém sendo desperdicadas excelentes
oportunidades para melhoria dos indices sociais e econdmicos da populacdo sertaneja,
mediante a geracdo de postos de trabalho, renda e preservagao ambiental (CHIACCHIO et al.,
2006).

Com isso, uma importante associacéo desse tipo de cultura com a producdo de quimica
fina, como a extracdo de celulose e de outras substancias dessas plantas, € um importante
passo para o desenvolvimento da regido, pois os polimeros extraidos podem ser utilizados
pela industria farmacéutica como excipientes para a producdo de sistemas de liberagdo
controlada como os filmes poliméricos. Apesar de muitos sistemas polimeéricos poderem ser
utilizados na preparacdo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada, os polimeros
hidrodispersiveis, como os ésteres da celulose, estdo entre os grupos mais frequentemente
empregados nestes tipos de formulagdes. Os ésteres de celulose, particularmente o acetato de
celulose, tem assumido um papel vital na producdo de matrizes para liberacdo controlada de
farmacos (filmes resistentes e micro/nanoparticulas, por exemplo) devido a propriedades
essenciais como: baixa toxicidade, boa estabilidade, elevada permeacdo a agua, elevada
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e compatibilidade com uma série de agentes ativos
(EDGAR, 2007; GEORGE, 2019).

O uso de filmes polimérico para o tratamento cutaneo € de extrema importancia, pois a
pele humana, que é considerada o maior 6rgéo do corpo humano, é responsavel por diferentes
funcdes, como protecdo contra atrito, radiacdo ultravioleta, perda de &gua e invasdo de
microrganismo. Além de desempenhar o papel de barreira de ataque externo, a pele possui um
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papel importante na percepcao do tato, bem como do processo de termorregulagdo corpdrea
pelo o ajuste do fluxo sanguineo e da transpiracdo (SZWED; SANTOS, 2016).

Segundo Baratieri, Sangaleti e Trincaus (2015), quando a pele é acometida por um
rompimento tecidual, imediatamente inicia-se 0 processo de cicatrizacdo da ferida, que €
realizado de modo dindmico, complexo, continuo e independente que envolve fases
sobrepostas, para regeneracdo do tecido. Apesar da variedade de curativos ja comercializados,
destinados para a regeneracdo de feridas, ndo ha um produto existente que vai ao encontro de
um curativo ideal, visto que a escolha do produto depende de varios fatores, como, condi¢do
do paciente, tipo da ferida e estagio da lesdo (MOURA et al., 2013). Deste modo, existe uma
necessidade real por materiais que possam acelerar o processo de cicatrizacdo, além de
propiciar uma maior seguranca ao paciente (WIEGAND; HIPLER, 2010).

Com isso, Devi e Dutta (2017) em seu estudo, reforcam a utilizacdo de filmes de
poliméricos para tratar feridas cutaneas, nas quais mostram as diversas vantagens que este
polimero pode trazer, quando associado a outras substancias. Devido a isso, a incorporagdo de
insumos farmacéuticos ativos, como o composto JR-19 de nomenclatura N’-(1H-indol-3yl)
metileno-2-cianoacetrohidrazida, pode ser uma substancia a ser utilizada para ser incorporada
nesses filmes poliméricos, apresentando uma acéo farmacologica direcionada ao local de acéo
na pele. O JR-19 é um derivado do N- acilidrazénicos, que em estudos prévios realizados por
Apolinario (2016), apresentou uma atividade anti-inflamatéria promissora nos modelos de
peritonite induzida por carragenina, bolsdo de ar subcutaneo e edema de pata induzido por
carragenina, com reducéo significativa da migracdo leucocitaria e do edema, respectivamente.
Além de apresentar uma baixa toxicidade.

Tendo em vista tais consideracdes, este projeto se propOe a desenvolver e estabelecer
critérios comparativos entre filmes poliméricos de acetato de celulose, produzido a partir da
celulose extraida da Nopalea cochenilifera e filmes poliméricos de acetato de celulose
comercializados pela Sigma-Aldrich®, para a incorporacio e liberagdo controlada do JR-19,
de modo que sua atividade anti-inflamatéria proporcione um sistema promissor, na forma de

filme, para o tratamento de inflamacdes e cicatrizacdo cutanea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a viabilidade de se produzir filmes
poliméricos para incorporagdo de um derivado N-acilidrazonico a partir de acetato de celulose
comercializado pela Sigma-Aldrich® e da celulose extraida da Nopalea cochenilifera (L.)

Salm-Dyck (palma forrageira) para o tratamento de lesfes cuténeas.

2.2 Objetivos Especificos

Desta forma, os objetivos especificos séo:
a) extrair a celulose da Nopalea cochenilifera e produzir o acetato de celulose;

b) caracterizar o acetato de celulose produzido para utiliza-lo para a producdo dos

filmes poliméricos;

c) produzir filmes poliméricos com o acetato de celulose obtido da palma forrageira e

acetato de celulose comercializado pela Sigma-Aldrich®;

d) incorporar um derivado N-acilidrazénico (JR-19) nos filmes poliméricos
produzidos;

e) realizar caracterizacdo fisico-quimica e morfologica dos filmes poliméricos antes e

apos a incorporacdo do JR-19;
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3 RERERENCIAL TEORICO

3.1 A pele

A pele ¢é considerada o maior érgao do corpo humano, responsavel por 15%- 20% do
peso corporal total e, em adultos, representa 1,5-2 m? de superficie para 0 ambiente externo,
sendo bastante complexo, com no minimo cinco tipos diferentes de células que contribuem
para sua estrutura, além, de outros tipos de células temporariamente presentes a partir do
sistema circulatério e imunoldgico (FORTES; SUFFREDIN, 2014). Este 6rgdo € o primeiro
sistema de defesa do ser humano, funcionando como uma barreira contra agentes fisicos e
patdgenos, isolando e protegendo as estruturas internas do organismo além de possuir
diversas outras func@es consideradas vitais como regulacéo térmica e metabolica, sensacéo de
tato e de dor. Desta forma, € o 6rgdo mais acessivel do corpo humano e, por estar exposto, é o
mais frequentemente traumatizavel, portanto, estd mais sujeitos a lesbes e infeccbes
(QUEIROZ et al., 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; HIRAO, 2017).

Também conhecida como tegumento ou camada cutinea, a pele é composta pela
epiderme, uma camada de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado de origem
ectodérmica e a derme, uma camada localizada sob a epiderme de tecido conjuntivo frouxo
mesodérmico. Entre a derme e a epiderme, projecfes denominadas papilas dérmicas
interdigitam com as cristas epidérmicas invaginantes para fortalecer a adesdo das duas
camadas. Derivados epidérmicos incluem cabelos, unhas e glandulas sebaceas e sudoriparas.
Abaixo da derme, encontra-se o tecido subcutaneo ou a hipoderme, uma camada de tecido
adiposo, geralmente contendo almofadas de celulas chamadas de adipécitos. (SZWED;
SANTOS, 2016; HARRIS, 2018). Na figura 1 podemos observar uma visdo geral
diagramatica da pele, mostrando as principais camadas e apéndices epidérmicos (foliculos
pilosos, glandulas sodoriparas e glandulas sebéceas), a vasculatura e os principais receptores

sensoriais.
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Figura 1- Estrutura da pele.
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Fonte: Adaptado de Duarte, 2018.

As respectivas camadas apresentam células especializadas, a epiderme, por exemplo, é
mais abundantemente composta por células chamadas de queratindcitos, representando cerca
de 80% das células nessa camada. Existem também outros trés tipos de células epidérmicas
menos abundantes: os melandcitos, células produtoras de pigmentos; células de Langherans
que participam de reacfes imunoldgicas como apresentadoras de antigenos; e células
epiteliais tateis que apresentam funcdo sensorial, as chamadas células de Merkel (DUARTE,
2018).

A epiderme é a camada mais externa da pele e apresenta um pH discretamente acido,
contribuindo, portanto, para protecdo bactericida e fungicida em sua superficie, além disso, a
estrutura dessa camada é organizada de forma compacta e impermeavel, apresentando
espessura de 0,1 a 0,2 mm perfurada por poros dos foliculos pilossebaceos e das glandulas
sebaceas e sudoriparas, originadas na derme, mas sdo apéndices da epiderme
(WANDERLEY, 2019). Essas caracteristicas de protecdo ocorrem devido a atividade celular
dos queratinocitos que saem da camada basal para o epitélio, formam uma rede celular muito
dindmica e fisicamente resistente associada de maneira intima a remodelagéo do citoesqueleto
celular e formacdo da estrutura supracelular de filamentos interconectados, como
hemidesmossomos e desmossomos. De forma simultanea a esse processo de migracdo ocorre

uma gradual diferenciacdo celular associada a producéo crescente de queratina, proteina de
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extrema importancia para funcdo final desse tipo celular. Essas células formam o centro
estrutural da camada morta da pele queratinizada, eficaz na protecdo contra a abrasdo,
agressdes quimicas e fisicas, dessecacdo, penetracdo de patdgenos e protecdo geral contra
intempéries do ambiente. Quando formados, o0s queratindcitos sdo empurrados
sucessivamente para as camadas mais superficiais da pele, dando lugar a producdo de novas
células (BOULAIS et al., 2009; SILVA; ZAMBUZZI, 2013; EULALIO, 2016; HIRAO,
2017; HARRIS, 2018).

A outra camada celular, a derme, é constituida por dois estratos, sendo um tecido
conjuntivo frouxo, composto por fibras colagenas elésticas e por muitos vasos sanguineos que
fornecem nutrientes e oxigenacao a epiderme, sendo esta chamada de papilar ou superficial. E
existe também outra camada mais profunda e espessa, chamada de reticular, constituida de
feixes densos de fibras de coldgenos em varias direcGes que Ihe atribuem caracteristica de
tecido conjuntivo denso. Nessas estruturas também sdo encontrados derivados da epiderme,
como foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, além de vasos linfaticos,
terminacGes nervosas e 6rgdos dos sentidos (GUIRRO, 2004; COSTA, 2009; KHAN et al.,
2018).

A derme tem origem mesodermica, sobre a qual a epiderme é sustentada e comunica-
se com a hipoderme. A derme € uma camada de espessura entre 1 a 4 mm e € essencialmente
constituida por fibroblastos, responsaveis pela producdo de colageno e elastina que sdo
chamadas de matrizes extracelulares e tem fundamental importancia para qualidade da pele.
Essas proteinas arquitetam uma rede na derme que fornece propriedades fisicas para
recuperacdo da mesma apds deformacBes e sdo também responsaveis por manter e da
sustentacdo as celulas. Nas interfaces destas estruturas proteicas sdo encontrados Varios
mucopolissacarideos, como o acido hialurdnico, sulfato de condroitina e sulfato de heparano
(HIRAO, 2017; DUARTE, 2018).

A camada mais interna, a hipoderme ou camada subcutanea, é composta por dois
estratos: o areolar, que possui um carater mais superficial e é formado por adipécitos
globulares e de grande volume em disposicdo vertical; e o lamelar, composto por células de
menor porte, de caracteristicas alongadas e no plano horizontal. A espessura da hipoderme é
variavel, a depender do acimulo de adipdcitos a qual a pele repousa. Os adipdcitos séo
delimitados por septos de colagenos com vasos sanguineos e linfaticos. S&o eles os
responsaveis por modelar a superficie corporea, reserva energética, auxiliam no isolamento

térmico e na protecdo mecanica do organismo contra traumas externos. Toda a hipoderme é
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formada por tecido conjuntivo frouxo ao denso ou adiposo, dependente da localizacéo e das
caracteristicas do individuo (BLANCK, 2014 JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017;
WANDERLEY, 2019).

3.2 Inflamacdo e cicatrizacao fisiologica da pele

Podemos definir a inflamacdo como um complexo processo de defesa onde a regido
atingida é tomada por um aspecto avermelhado e quente, sendo, portanto, desencadeado por
estimulos nocivos que incluem infec¢des, reagdes imunoldgicas e lesbes teciduais. A resposta
inflamatoria é caracterizada por acimulo de fluidos e de leucdcitos com o intuito de eliminar
os agentes nocivos (HERNANDEZ et al., 2013; GOODMAN; GILMAN, 2015). Embora esse
fendmeno esteja dividido em fases, todos os processos acontecem de forma simultanea,
fazendo da inflamagdo um processo dindmico. Inicialmente, podem-se observar modificagdes
morfologicas e funcionais dos tecidos agredidos promovendo a liberacdo de mediadores
quimicos, essa etapa é chamada de fase irritativa, responsavel por desencadear as outras fases
inflamatorias. Por toda a regido atingida sd@o observadas alteracdes hemodindmicas da
circulagdo e da permeabilidade vascular no local da agressdo, essa é a fase vascular. A fase
exsudativa é caracterizada pela migracdo de liquidos e células para o foco inflamatorio,
oriundos do aumento da permeabilidade vascular. A fase degenerativa ou necrotica é marcada
pela presenca de células mortas, necrosadas e produtos de degeneracdo, consequentes das
fases anteriores. Na fase produtiva ou reparativa ocorre a multiplicacdo de células e reparagédo
tecidual, visando recompor o tecido lesionado (PECONICK; KALKS, 2011). Independente
do estimulo inicial, os sinais clinicos classicos incluem: eritema, edema, hipersensibilidade e
dor, podendo culminar com a perda da funcio (APOLINARIO, 2016).

O reparo tecidual é comum a todas as feridas, independentemente do agente que a
causou, sendo este dado de forma sistémica e dindmica, estando diretamente relacionado as
condigdes gerais do organismo. A cicatrizagdo de feridas € coordenada a partir de uma cascata
de eventos celulares, bioquimicos e moleculares que interagem entre si para que ocorra a
reconstituicdo do tecido danificado, portanto, quando se trata de lesGes cutaneas, considerada
uma interrupcdo da continuidade da pele, que caracteriza uma ferida, se faz necessario o
conhecimento a respeito de tal processo para que se aborte de forma correta visando priorizar
a homeostasia do organismo e o bem-estar do paciente (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007; WANDERLEY, 2019).
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O processo de cicatrizacdo se inicia imediatamente apds a ocorréncia de uma leséo
para que o tecido lesionado seja substituido por um tecido conjuntivo vascularizado, esse
mecanismo ira promover o reestabelecimento da homeostase tecidual. As feridas sdo eventos
que podem afetar a fisiologia da pele, em especial aquelas que acometem a camada dérmica.
A cura de uma lesdo cuténea é bastante complicada, incluindo uma vasta gama de processos
celulares, moleculares, fisiolégicos e biologicos (KIM et al., 2007). Diante disso, e
considerando que a pele é um tecido bastante exposto aos fatores ambientais, também se faz
necessaria a compreensao da acdo desses fatores na tentativa de minimiza-los.

Apo6s uma lesdo, um conjunto de eventos bioquimicos se estabelece para reparar o
dano e promover a cicatrizagdo (PAGANELA, 2009). Os eventos que desencadeiam a
cicatrizagdo sdo intercedidos e sustentados por mediadores bioquimicos, descritos em
diferentes fases, que correspondem aos principais episddios observados em determinado
periodo de tempo (LIMA et al., 2012). O processo de reparacao tecidual pode ser dividido
didaticamente em trés fases que se superpdem: fase inflamatéria, proliferativa e de

remodela¢do como podemos observar na figura 2. (SHIMIZU, 2005).

Figura 2- Representacdo grafica da resposta normal de pele a feridas, durante as trés fases do

processo de cicatrizagao.

Remodelagio

Fonte: adaptado de Wanderley 2019.

A fase inflamatoria é a etapa crucial da cicatrizagdo, ela tem inicio no exato momento
da leséo e perdura por aproximadamente de dois a trés dias. Durante essa primeira fase ocorre

inicialmente a hemostasia em resposta a agentes inflamatorios, nesta etapa ha uma diminuicéo
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do afluxo sanguineo pela vasoconstri¢do. A partir do momento em que ha extravasamento de
sangue dos vasos lesionados, plaquetas sdo ativadas pelo fibrinogénio sérico que séo clivados
pela trombina resultante das vias de coagulagcdo, formam-se monémeros de fibrina que se
polimerizam pela acdo do fator XIIlI para que junto com plaquetas formem um tampéo
hemostatico e ndo haja mais perda de sangue, permitindo a impermeabilizacdo que protege da
contaminacdo (MITCHELL et al., 2012; ALMEIDA, 2017).

Desta forma, todo o processo viabiliza a movimentacdo de fatores de crescimento e
quimiocinas para o local, esses mediadores bioquimicos aumentam a permeabilidade vascular,
favorecem a exsudacao plasmatica e a passagem de elementos celulares para a area da ferida,
facilitando a migracdo sequencial de células como leucocitos polimorfonucleares (PMN),
macrdéfagos e linfocitos (CHOPADE; MULA, 2010). A exemplo disso, os neutréfilos surgem
pela mediacdo do endotélio ativado. Este tecido tem sua fisiologia alterada por IL-1
(interleucina-1) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a), ambos secretados por macrofagos e
pelo préprio endotélio, sendo que a primeira citocina também é expressa por queratindcitos
(CASTRO, 2011). Essas células removem particulas estranhas, bactérias e tecido morto do
leito da ferida, sendo que a acdo antimicrobiana dos polimorfonucleares se da pela producéo
de radicais livres de oxigénio. J& os macrofagos, que sdo mondcitos que se diferenciam sob o
estimulo de substancias como o IFN-y (interferon-y), de modo a aumentar a sintese proteica,
seu tamanho celular, o aparelho de Golgi e o nimero de lisossomos, microtibulos e
microfilamentos, apresentam essa atividade pela sintese aumentada de 6xido nitrico (NO), que
reage com peroxidos e gera um agente ainda mais potente do que o primeiro. Nesta fase do
processo de cicatrizacdo o NO também age na vasodilatacdo e no aumento da permeabilidade
vascular (FRANCISCHETTI et al., 2010; MOTA, 2013; APOLINARIO, 2016).

Também participam do processo 0os mediadores bioquimicos de agdo curta, como a
histamina e serotonina, e as mais duradouras como a leucotaxina, bradicinina e
prostaglandina. A prostaglandina é um dos mediadores mais importantes no processo de
cicatrizacdo, pois além de favorecer a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a
quimiotaxia de leucocitos (LIMA et al., 2012).

A segunda fase, chamada de proliferativa € composta de trés eventos importantes que
sucedem o periodo de maior atividade da fase inflamatdria: angiogénese, fibroplasia e
epitelizagdo. Esta fase inicia-se por volta do 3° dia ap0s a lesdo e perdura por 2 a 3 semanas,
sendo o0 marco inicial da formagdo da cicatriz, caracterizada pela formacdo de tecido de

granulacdo, que € constituido por um leito capilar, fibroblastos, macrofagos, um frouxo



20

arranjo de colageno e &cido hialurdnico (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007,
MITCHELL et al., 2012; ALMEIDA, 2017).

A angiogénese é o processo de formacdo de novos vasos sanguineos, necessario para
manter o suprimento sanguineo dos fibroblastos responséaveis pela sintese de colageno. Os
novos vasos formam-se a partir de brotos endoteliais sélidos, que migram no sentido da
periferia para o centro da ferida, sobre a malha de fibrina depositada no leito da ferida. A
bradicinina, a prostaglandina e outros mediadores quimicos oriundos dos macréfagos,
ativados, estimulam a migracédo e a mitose das células endoteliais (TAZIMA 2008).

A fibroplatia ocorre pelas células mesenquimais que sdo transformadas em fibroblastos
e atraidas para o local inflamatorio, onde se dividem e produzem os componentes da matriz
extracelular. O fibroblasto s6 aparece no sitio da lesdo a partir do 3° dia, quando os leucécitos
polimorfonucleares ja fizeram seu papel higienizador da area traumatizada. A funcéo
primordial dos fibroblastos € sintetizar colageno, ainda na fase celular da inflamacdo. O
colageno é uma proteina de alto peso molecular, que se organizam em cadeias longas de trés
feixes polipeptidicos em forma de hélice, responsaveis pela forca da cicatriz. A sintese de
colageno é dependente da oxigenacéo das células (TAZIMA 2008; LAUREANO, 2011).

Na epitelizacdo fatores de crescimento epidérmicos estimulam a proliferagdo de
células do epitélio. As células epiteliais migram, a partir das bordas, sobre a area da ferida e
dos foliculos pilosos proximos, induzindo a contracdo e a neoepitelizagdo, assim, reduz a
superficie da ferida. Os ceratindcitos migram para recobrir a lesdo. As células epiteliais
movem-se, aos saltos e desordenadamente, até as bordas, aproximando- as. A epitelizacéo
envolve uma sequencia de alteragdes nos ceratindcitos da ferida: separa¢do, migracéo,
proliferacéo, diferenciagéo e estratificacdo (TAZIMA 2008; OLIVEIRA, 2012).

Por fim, a remodelacdo onde acontece a maturacdo da ferida, a Gltima fase da
cicatrizacdo, tem inicio durante a 3% semana, comecando ainda na fase proliferativa. Esta
etapa é caracterizada por um aumento da resisténcia, sem aumento na quantidade de colégeno,
de forma que, os fibroblastos sintetizam o coldgeno e outros componentes da matriz
extracelular, responsaveis pela formacdo de um tecido cicatricial maduro, havendo um
equilibrio de producdo e destruicdo das fibras de coldgeno neste periodo, por acdo da
colagenase. O desequilibrio desta relacdo favorece o aparecimento de cicatrizes hipertroficas
e queldides. O aumento da resisténcia deve-se a remodelagem das fibras de coldgeno, com
aumento das ligagdes transversas e melhor alinhamento do colageno, ao longo das linhas de

tensdo. A fase de maturacdo dura toda a vida da ferida, embora o aumento da forca ténsil se



21

estabilize. As metaloproteinases, que sdo produzidas pelos neutréfilos, macréfagos, células
epiteliais e fibroblastos, orientam as fibras a serem ressintetizadas e organizadas de acordo
com o sentido das fibras do tecido conjuntivo adjacente, resultando na formacéo de fibras de
colagenos maiores e uma cicatriz com carater mais uniforme (TAZIMA 2008; WILGUS,
2008; ISAAC, 2010; SANTQOS, 2016; ALMEIDA, 2017).

Portanto, as lesdes de pele representam um grande desafio para os profissionais da
salide, visto que os curativos mais modernos sdo, em sua maioria, importados e de alto custo.
Diante disso, a exploracdo de recursos naturais e a utilizacdo de meios tecnolégicos simples e
de baixo custo, associado a valorizacdo regional do cultivo das plantas do semiarido, como a
palma forrageira, juntamente com a estimulagdo dos estudos no campo farmacéutico para o
desenvolvimento de matrizes poliméricas como dispositivos inovadores que atuem como
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, possibilitando a obtencdo de curativos
alternativos aos convencionais, apresentam-se como medidas que podem representar uma
saida para melhoria do arsenal terapéutico nesse cenario (SILVA, Natan 2015; LINO et al.,
2017; WANDERLEY, 2019).

3.3 Palma forrageira (Nopalea cochenilifera (L.) Salm-Dyck) e derivados celul6sicos

A palma forrageira pertence a divisdo Embryophyta, subdivisdo Angiospermea, classe
Dicotyledoneae, subclasse Archiclamideae, ordem Opuntiales e familia das Cactéceas. Inclui
cerca de 2000 espécies, distribuidas em 178 géneros, todavia, nos géneros Opuntia e Nopalea
estdo presentes as espécies de palma mais cultivadas no semidrido nordestino (SILVA;
SANTOS, 2006). Relata Galvao Janior (2014) que a espécie Nopalea cochenilifera (L.) Salm-
Dyck é uma planta tropical ou subtropical cultivada em regides aridas e semiaridas de todo o
mundo, gracas a seus mecanismos adaptativos que permitem crescer e se desenvolver mesmo
em condigdes adversas de solo, temperatura, disponibilidade de agua e de nutrientes. Esta
espécie recebe diferentes nomes regionais, como palma miuda ou palma doce. Séo plantas de
pequeno porte e caule bastante ramificado, sua raquete (cladodios) pesa cerca de 350 g, com
média de 25,0 cm de comprimento, largura média de 9,0 cm e forma acentuadamente
abovaladas (apice mais largo que a base) com coloracdo verde intenso. Suas flores sdo
vermelhas e o fruto apresenta coloracio roxa (MARTINS, 2011; GALVAO JUNIOR, 2014).
As caracteristicas fisicas descritas podem ser observadas na figura 3.



Figura 3- Fotografia da Nopalea cochenilifera (L.) Salm-Dyck.

Fonte: Dados da pesquisa.

A Nopalea cochenilifera, quando comparada a outras espécies apresentam-se como
mais nutritivas e mais palatdveis para o gado bovino, apesar de apresentarem menor
resisténcia a seca. Essa espécie é uma variedade resistente a cochonilha do carmim
(Dactylopius opuntiae), inseto que se alimenta da seiva das plantas e é capaz de introduzir
virus ou toxinas que podem causar a destruicdo de plantacbes de espécies suscetiveis a esta
praga, como é o caso da espécie Opuntia ficus indica (GALVAO JUNIOR, 2014).

A composicdo quimica da palma varia de acordo com a espécie, variedade, idade da
planta e do cladddio, nivel de fertilidade do solo, espacamento e época do ano. De uma forma
geral, a palma apresenta baixo nivel de matéria seca, e baixo teor de fibras (NETO, 2009;
SANTOS et al.,2005). A palma forrageira possui um enorme potencial que ainda é pouco
explorado para aplicacbes na industria farmacéutica, porém, nos ultimos anos vem
despertando interesse de muitos pesquisadores por se tratar de uma cultura bastante difundida
e apresentar, em sua composicao, polimeros como a celulose e hemicelulose (MALHEIROS,
2014).

Os polimeros sdo compostos de cadeia longa, com alto peso molecular, extraidos de
plantas marinhas, sementes, exsudatos de arvores e de coldgeno animal. Alguns sdo
produzidos por modificacdo de polissacarideos naturais ou por sintese microbiana. A celulose
€ um dos polimeros de maior abundancia na natureza e componente de interesse prioritario
entre os derivados da biomassa (YU; DEAN; LI, 2006). Segundo Doherty, Mousavioun e
Fellows (2011), juntamente com a hemicelulose e a lignina, a celulose compde a biomassa
lignoceluldsica das plantas. Estas matérias-primas sdo de dificil fracionamento, das quais

apenas a celulose tem sido eficientemente explorada.
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Em 1838 o Fisico Payen descobriu a celulose, atualmente podemos descrever este
polimero como um homopolissacarideo de cadeia linear, formado por unidades repetidas de
celobiose (duas moléculas de glicose), como podemos observar na Figura 4. E um polimero
semicristalino que apresenta regides cristalinas, altamente organizadas e também regiGes
amorfas, onde as cadeias se agrupam de forma irregular. Possui férmula molecular
(C6H1005)n e nomenclatura quimica - 1,4-poliacetil de celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-
D-glucose) (LAVOINE et al.,, 2012). A celobiose contem seis grupos de hidroxila que
estabelecem pontes de hidrogénio intra e intermolecular. O grau de cristalinidade da celulose
varia de acordo com sua origem e processamento (SILVA, 2014).

Figura 4- Estrutura da celobiose, unidade constitucional da celulose.
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Fonte: Adaptado de Ribeiro 2013

Sabe-se hoje em dia que a celulose corresponde a 40% de toda reserva de carbono
disponivel na biosfera, sendo a fonte mais abundante deste elemento base dos componentes
organicos (RABELO, 2007). Devido a sua elevada cristalinidade, a celulose é insoltvel em
agua e em boa parte dos solventes organicos, sendo esta caracteristica responsavel por reduzir
significativamente sua aplicagdo em sua forma original. Desta forma, alteragdes estruturais
em sua estrutura polimérica, derivatizando parcial ou toltalmente os grupamentos hidroxilas
da sua estrutura podem ser uma alternativa para mudar suas caracteristicas fisico-quimicas e
viabilizar seu uso (KLEMM, et as., 2005; SAMIR, 2006). A celulose pode sofrer diversas
reacdes nos grupamentos hidroxila da sua estrutura, dentre elas: adi¢éo, substitui¢do, nitracao,
oxidacéo, esterificacdo e acetilagdo (SILVA NETO, 2018).

A acetilacdo da celulose confere ao polimero importantes caracteristicas para seu uso
pela industria farmacéutica devido a propriedades essenciais como: baixa toxicidade,
biodegradabilidade, boa estabilidade, elevada permeacdo a agua, elevada temperatura de

transicdo vitrea e compatibilidade com uma série de agentes ativos (EDGAR, 2007). Desta
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forma esse polimero deve ser mais amplamente estudado no desenvolvimento de matrizes

para liberacdo controlada de farmacos.

3.4 Acetato de celulose

O acetato € um dos mais importantes ésteres organicos derivados da celulose, sendo
produzido a partir de uma reacdo de acetilacdo da celulose utilizando &cido acético como
solvente, anidrido acético como agente acetilante e acido sulfarico como catalisador, essa
reacdo leva a substituicdo de trés grupos hidroxila do mondémero, por trés grupos acetila,
formando assim triacetato de celulose que é soluvel em solventes clorados, conforme
podemos observar na figura 5 (EDGAR et AL., 2001). As modificacbes também podem
ocorrer em diferentes graus de substituicdo que podem variar na troca de um a trés
grupamentos hidroxila por acetila, o que confere também propriedades diferentes, sendo um
importante pardmetro, pois afeta a cristalinidade do polimero, influenciando também na
biodegradabilidade e solubilidade em diferentes solventes (FERREIRA JUNIOR, 2009).

Figura 5- Obtencéo do acetato de celulose por acetilagdo da celulose.
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Triacetato de Celulose Diacetato de celulose

Fonte: Adaptado de Silva 2014

Na producéo do acetato de celulose em escala industrial é utilizada polpa celulésica da
madeira de elevada pureza. Entretanto, a celulose também tem sido obtida a partir de outras
fontes, como: bagaco de cana de acgucar, sabugo de milho, palha de arroz, caro¢co de manga e
palma forrageira. As principais caracteristicas esperadas para a fonte celuldsica empregada
sdo: elevado conteudo de a-celulose, baixa quantidade de impurezas (resinas, ceras, sais entre
outras) e massa molecular moderada (CRUZ et al., 2011). O acetato de celulose é considerado
um polimero neutro e de baixo custo, essas caracteristicas permitem seu uso nas mais diversas

areas da industria incluindo téxteis, absorvente de 6leo, adsorcdo de metais, membranas para
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processos de separagdo, tais como hemodialise e osmose reversa, além de emprego na
formacdo de matrizes para incorporacdo de farmacos (CERQUEIRA, 2010).

Esses derivados celulosicos, por sua vez, tém sido utilizados com éxito na producao
dos chamados Novos Sistemas de Liberacdo de Farmacos, do inglés New Drug Delivery
Sistems (NDDS) que sdo capazes de prolongar, controlar, retardar ou direcionar a liberagdo do

farmaco, melhorando seus resultados terapéuticos e facilitando a adesdo do paciente.

3.5 Sistemas Poliméricos para carreacao de farmacos

Na atualidade, a maioria dos farmacos é veiculada em formas farmacéuticas ditas
convencionais e, geralmente, elas ndo conseguem atingir concentra¢fes aprecidveis no tecido
alvo do organismo porque entre o local de aplicacdo e o alvo onde deve exercer seu efeito
farmacologico, interpdem-se uma série de barreiras bioldgicas, as quais expdem os tecidos
normais do organismo aos efeitos potencialmente toxicos dos farmacos (SILVA et al., 2010).
Dessa forma, a investigacdo de sistemas de liberagéo, que incluem a modulagéo do processo
de dissolucdo, a reducdo da toxicidade e o aumento da adesdo e da conveniéncia do paciente,
torna-se de extrema importancia (RESTANI et al., 2010). Além disso, afirma Evangelista
(2006) que essas estratégias podem tornar os farmacos mais disponiveis em alvos especificos,
para produzir um melhor efeito terapéutico.

A matriz ideal para liberacdo de farmacos deve ser biocompativel, confortavel para o
paciente, capaz de carregar altas cargas de farmacos, simples para administracdo e remocao,
facil de fabricar e esterilizar e de baixo custo. As propriedades fisicas (mecéanica, degradacéo,
formacdo do gel), propriedades do transporte (difusdo) e propriedades biolédgicas (adesdo
celular e sinalizacdo) sdo essenciais para a selecdo da matriz dos filmes poliméricos em cada
aplicacdo especifica (DRURY; MOONEY, 2003). Polimeros biorreabsorviveis tém sido
muito usados na area médica em decorréncia das inimeras vantagens apresentadas por essa
classe. Dente elas, a capacidade de degradacdo dentro do organismo como resultado de
processos bioldgicos naturais, eliminando a necessidade de remogéo do sistema de liberagdo
de farmaco ap6s a completa eliminacéo do principio ativo (SILVA, Natan, 2015).

As formas de dosagem atuais para aplicacdo topica, isto €, adesivos, pomadas, cremes,
estdo associadas a varias limitagfes. Os adesivos apresentam varias desvantagens, dentre
elas irritacdo da pele por causa de suas propriedades oclusivas que obstruem os dutos de suor
e evitam a perda de vapor de agua da superficie da pele, além de dificuldade de aplicacdo nas

superficies curvas, dor ao serem retirados e baixo apelo estético. Preparacdes semissolidas
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como os cremes e pomadas superam algumas dessas desvantagens, mas tem outras
limitacBes. Elas ndo garantem contato persistente com a superficie da pele e podem ser
facilmente removidas com as roupas do paciente. Portanto, € necessario a aplicacdo
repetida, além disso, elas deixam uma sensacdo pegajosa e oleosa apos a aplicacao, levando a
baixa adesdo do paciente. Desta forma, é necessario o desenvolvimento de uma forma de
dosagem que permita uma aplicacdo menos frequente, mantendo um contato proximo com a
pele por um periodo de tempo prolongado, melhorando assim a adesdo do paciente (KARKI
etal., 2016; KATHE, 2017).

Para aplicacdo tépica dos filmes poliméricos, os farmacos precisam ter propriedades
adequadas, independentes da forma de dosagem . Geralmente, os farmacos aplicaveis a esses
sistemas sdo altamente potentes, com alta capacidade de permeacdo na pele, néo
causam irritacdo na pelee que sdo relativamente estdveis as enzimas presentes na
epiderme. Outras propriedades dos farmacos, como o coeficiente de particdo é importante
para ditar o caminho que o farmaco seguira através da pele. O peso molecular também é um
fator importante na permeacdo, pois pequenas moléculas permeiam a pele humana mais
rapidamente que as grandes. Em relacdo aos polimeros, uma vasta gama pode ser utilizado
para alcancar as propriedades desejadas do filme, alem disso, estes podem ser utilizados
sozinhos ou em combinacdo com outros polimeros formadores de filme. Esses polimeros
devem formar um filme flexivel e compativel a pele (FELTON, 2013; KATHE, 2017)

O acetato de celulose manifesta boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade e, portanto, € um dos principais substitutos para os materiais derivados de petréleo
para desenvolvimento de filmes usados como curativos modernos (EDGAR et al., 2001;
KLEMM et al., 2005). Neste sentido, matrizes poliméricas a base de celulose tém-se mostrado
ideais, pois apresentam as caracteristicas adequadas para a aplicacdo em questdo. A
associacdo das caracteristicas que fazem da celulose um potencial agente liberador de drogas
com uma substancia a ser utilizada para ser incorporada nos filmes poliméricos, apresentando
uma acdo farmacoldgica, como os derivados do N- acilidrazénicos, direcionada ao local de

acao na pele, vislumbra os biomateriais dela obtidos para reparacao tecidual.

3.6 Derivados N-acilidrazénicos
A quimica medicinal é responsavel pela pesquisa por novos farmacos que possam ser
empregados como alternativos aqueles ja consolidados no mercado. A descoberta e

desenvolvimento de novas substancias quimicas bioativas, sintese ou modificacdo molecular,
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extracdo, isolamento, identificacdo e elucidacdo estrutural de principios ativos oriundos de
plantas, animais ou minerais sdo atribuicdes inerentes a esta area da pesquisa. A compreensao,
a nivel molecular, de processos bioguimicos, toxicologicos e farmacocinéticos e a criacdo de
relacbes entre estrutura quimica e atividade farmacoldgica caracteriza-se por sua
complexidade, diante dos multiplos fatores que envolvem o planejamento molecular de novas
estruturas com potenciais efeitos farmacoldgicos, biodisponibilidade adequada ao seu
emprego terapéutico, seguranca e conforto (BARREIRO et al, 2002; COSTA, 2015).

Os derivados acilidrazénicos destacam-se como uma importante classe de compostos
quimicos sintéticos por suas diversas propriedades bioldgicas (SILVA, S, 2015). As
substancias que contém em suas estruturas uma fungédo hidrazona ou grupo hidrazbnico, de
estrutura geral -C=N-NH- tém se destacado nas ultimas décadas e sdo relatadas na literatura
como inibidoras das cicloxigenases e 5-Lipoxigenase, apresentando, portanto, pronunciadas
atividades analgésica e anti-inflamatéria (REIS, et al, 2011). O respectivo composto foi
descoberto por Emil Fischer em 1883 e sua obtencdo é dada pela reacdo de condensacéo de
hidrazinas ou hidrazidas com aldeidos e cetonas, conforme a Figura 6. Uma vez que a
hidrazina seja uma N-acilidrazina, o produto é uma N-acilidrazona (PARRILHA, 2012;
APOLINARIO, 2016; GUIMARAES et al., 2017).

Figura 6- Reacdo geral de formacéo de uma hidrazona
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Fonte: adapatado de Guimardes et al., 2017.
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A subunidade N-acilidrazona é considerada um fragmento privilegiado presente em
varias moléculas bioativas e em candidatos a protétipos de farmacos desde a década de 70
(MAIA; TESCH; FRAGA, 2017). Seus derivados tém se destacado como uma importante
classe de compostos quimicos e sintéticos por apresentarem pronunciadas propriedades
bioldgicas (REPICH et al., 2017), tais como: atividade antiparasitaria (SERAFIM et al.,
2014); antiviral (ROGOLINO et al., 2015); antibacteriana (NATASA et al., 2015):;
antifingica (LAZZARINI et al., 2018); analgésica e anti-inflamatéria (MEIRA et al., 2018);
antiagregante plaquetaria (BARREIRO; FRAGA, 2009); antituberculosa (HOSNY; MORSY;
SHERIF, 2015); antitumoral (RODRIGUES et al., 2016), entre outras. Além de suas
aplicacbes na medicina, também s8o utilizados como reagentes analiticos e no
desenvolvimento de materiais fluorescentes (JARCZYK-JEDRYKA et al., 2016).

Através de estratégias da Quimica Medicinal de modificacdo molecular, utilizando das
técnicas de hibridacdo, de bioisoterismo, da homologacdo, restricdo conformacional e
simplificacdo molecular, que promovem a variagdo racional das subunidades estruturais da
regido amidica (W) e iminica (Z), as diferentes atividades biolégicas dos derivados N-
acilidrazénicos podem ser apresentadas, conforme a Figura 7 (LIMA; BARREIRO, 2005;
ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007; WERMUTH, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2009;
MOURA, 2016).
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Figura 7- Estrutura béasica da funcdo N-acilidrazona e seus perfis de bioatividade.
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No estudo realizado por Moraes et al. (2018) foi empregada uma reacdo de
condensacdo entre 0 composto cianoacetohidrazida e diferentes substituintes na regido
carboxialdeidos 3-indol. A reacdo ocorreu sob catélise &cida, para formar o carboxialdeido
gue em seguida sofreu ataque nucleofilico da funcdo hidrazida, resultando na eliminacéo de

agua (H20) e formacédo de um N-acilidrazona, conforme a Figura 8.
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Figura 8- Sintese de derivados N- acilidrazonas indolicos, utilizando (i) acido acético
(AcOH) e etanol (EtOH) em temperatura ambiente.
0 O

R H Ne Ny
Nce [ LICULL gt L S (i)
b Z N
RN
(1) (2)

Fonte: adaptado de Moraes et al. (2018).

Moraes et al. (2018) citaram que 0s novos compostos contendo N-acilidrazona com
unidades indol foram obtidos e sua atividade anti-inflamatoria foi avaliada com sucesso.
Testes de inibicdo da proliferacdo de linfécitos indicaram que estes compostos agem na fase
celular do processo inflamatério. Ensaios in vivo corroboram com os in vitro, onde os valores
méaximos de supressdo do edema de pata de camundongo foram observados na fase celular
tardia, além disso, os resultados de inibicdo de COX-1 e COX-2 indicam que 0 composto com
0 substituinte indolico atua como inibidor seletivo de COX-2, resultado este reforcado pelos
0s ensaios imunologicos, fornecendo um perfil uma molécula bem equilibrada, no contexto da
farmacodindmica e farmacocinética. Portanto, os autores consideram este derivado como um
composto lider no desenvolvimento de farmacos anti-inflamatérios.

Devido a isso, a incorporacdo de insumos farmacéuticos ativos, como o composto JR-
19 de nomenclatura N’-(1H-indol-3yl) metileno-2-cianoacetrohidrazida, que foi obtido pela
mesma rota sintética da Figura 8, pode ser uma substancia a ser utilizada para ser incorporada
nos filmes poliméricos, apresentando uma agao farmacoldgica direcionada ao local de a¢do na
pele. O JR-19, conforme sua estrutura quimica pode ser observada na figura 9, é um derivado
do N- acilidrazbnicos, que em estudos prévios apresentou uma atividade anti-inflamatéria
promissora nos modelos de peritonite induzida por carragenina, bolsdo de ar subcutaneo e
edema de pata induzido por carragenina, com reducdo significativa da migracao leucocitaria e
do edema, respectivamente. Além de ter apresentado carater ativo na fase inflamatéria do
modelo de nocicepcdo induzida por formalina e no modelo de dor orofacial, o estudo indicou
gue o mesmo esta envolvido com mecanismos periféricos, atuando na dor inflamatoria.
(APOLINARIO, 2016) A autora também cita que a molécula JR19 ndo apresentou toxicidade
aguda, visto que ndo houve morte nem alteracbes comportamentais ou fisiologicas dos

animais em estudo, utilizando uma dose de 20 mg/Kg. Desta forma, a JR19 revela-se como
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uma molécula promissora para o desenvolvimento de novos e eficazes farmacos, que em
associacdo com polimeros naturais, a exemplo do acetato de celulose na forma de filmes,

pode representar uma forma alternativa para liberacdo de novos compostos ativos.

Figura 9- Estrutura quimica da JR19
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Fonte: adaptado de Wanderley et al., 2019.
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Capitulo I- Extracéo de celulose da palma forrageira (Nopalea cochenilifera (L.)

Salm-Dyck) para sintese e caracterizacéo de acetato de celulose

1. INTRODUCAO

O semiérido brasileiro trata-se de uma regido com &rea superior a 1.000.000 Km?,
sendo habitada por cerca de 21 milhGes de pessoas e caracterizada por apresentar limitacoes
hidricas devido a uma ma distribuicéo fisica e temporal das chuvas (PESSOA et al. 2013). O
desenvolvimento bem sucedido da pecuéria nesta regido se deve em parte ao cultivo de
gramineas de corte e de forrageiras, como a palma forrageira, que sdo culturas estratégicas ja
que possuem mecanismos fisioldgicos que lhes permite maior produtividade, com pouca
exigéncia de agua (MALHEIRO, 2014; VILA NOVA, 2018).

A palma forrageira, Nopalea cochenilifera, € uma planta tropical ou subtropical que
pertence a familia das cactaceas que sdo cultivadas em regides aridas e semiaridas de todo o
mundo gracas a seus mecanismos adaptativos que permitem crescer e se desenvolver mesmo
em condicbes adversas de solo, temperatura, disponibilidade de agua e de nutrientes
(GALVAO JUNIOR, 2014). Apesar do seu enorme potencial produtivo e suas multiplas
utilidades, tais como: na alimentacdo humana, na producdo de medicamentos, cosméticos e
corantes, na conservacgéo e recuperacgdo de solos, na fabricacdo de adesivos, colas, fibras para
artesanato, papel, corantes e mucilagem; que revelam a versatilidade dessa espécie vegetal, a
palma ndo tem sua potencialidade explorada plenamente. Em consequéncia, vém sendo
desperdigadas excelentes oportunidades para melhoria dos indices sociais e econémicos da
populacéo sertaneja, mediante a geracdo de postos de trabalho, renda e preservacdo ambiental
(CHIACCHIO et al., 2006).

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) orienta que seja
reconhecido o papel social da Palma nas areas em que esta seja produzida, com o
delineamento de politicas pablicas com a finalidade de auxiliar as associagGes com intuito de
melhorar a produtividade e gere inovacles, para que desta forma se possa agregar valor
econdmico a materia prima vegetal, com o objetivo de aumentar o nivel de competitividade de
economia e 0 bem-estar das pessoas que habitam nestes territorios (FAO, 2017). Com isso,
uma importante associacao desse tipo de cultura com a producdo de quimica fina, como a
extracdo de celulose e de outras substancias essas plantas, € um importante passo para o

desenvolvimento da regido, pois os polimeros extraidos podem ser utilizados pela industria
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farmacéutica como excipientes para a producdo de sistemas de liberacdo controlada como os
filmes poliméricos.

Apesar de muitos sistemas poliméricos poderem ser utilizados na preparacdo de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada, os polimeros hidrodispersiveis, como os ésteres da
celulose, estdo entre os grupos mais frequentemente empregados nestes tipos de formulages.
Os ésteres de celulose, particularmente o acetato de celulose, tém assumido um papel vital na
producdo de matrizes para liberacdo controlada de farmacos (filmes resistentes e
micro/nanoparticulas, por exemplo) devido a propriedades essenciais como: baixa toxicidade,
boa estabilidade, elevada permeacdo a agua, elevada temperatura de transicdo vitrea (Tg) e
compatibilidade com uma série de agentes ativos (EDGAR, 2007). O acetato é produzido a
partir de uma reacdo de acetilacdo da celulose e um dos aspectos de maior importancia na sua
producdo é o material de partida empregado. Na producdo do acetato de celulose em escala
industrial é utilizada polpa celuldsica da madeira de elevada pureza. Entretanto, a celulose
também tem sido obtida a partir de outras fontes, como: bagago de cana de agucar, sabugo de
milho, palha de arroz e caro¢o de manga (CRUZ et al., 2011).

Devido a pronta disponibilidade da Nopalea cochenilifera na regido da caatinga e do
cerrado no Brasil e ao crescente interesse pela celulose e seus derivados, como o acetato de
celulose, este trabalho tem como objetivo sintetizar, identificar e caracterizar o acetato de
celulose obtido a partir da celulose extraida da Nopalea cochenilifera, que pode ser usado

como alternativa para excipiente farmacéutico e fabricacdo de biomateriais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao da palma forrageira Nopalea cochenilifera (L.) Salm-Dyck

2.1.1  Matérial

e Alcool etilico absoluto (99,3%) P.A, obtido da F. Maia Ind. e Comércio ltda
(Brazil);

e Acido nitrico 65% P.A. adquirido da Neon comercial Itda (Brazil);

e Hidroxido de sdédio e Hidroxido de potassio adquiridos da Vetec Chemical

(Brazil) e acido acético e clorito de sodio obtidos da Sigma Chemical Co. (USA).

2.1.2  Matéria prima vegetal

Amostras da Nopalea cochenilifera (L.) Salm-Dyck, foram coletadas no periodo da
manh@ na estacdo experimental do Instituto Nacional do Semiarido (INSA), cujas
coordenadas geogréficas da area de plantagdo sdo 7°16°41°’S; 35°57°59”’W pertencente a
Fazenda Lagoa Bonita (470 m de altitude) - Campina Grande/ PB. Os cladddios (partes aéreas
da planta) foram devidamente lavados com &gua corrente, seccionados e desidratados em
estufa de circulacdo de ar (TE394/4 MP, TECNAL, Sdo Paulo - Brasil), sob temperatura
controlada de 60 °C por sete dias, até observar peso constante. O material foi triturado
em moinho (EDB-5, DelLeo —Willey, Porto Alegre- RS/ BRASIL), de quatro navalhas fixas e
quatro moéveis, acoplado a uma peneira de malha 20 mm de didmetro. A pulverizacéo foi feita
nos laboratorios experimentais do Instituto Nacional do Semiarido (INSA) e as demais etapas
de processamento foram realizadas no Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizacdo de
Produtos Farmacéuticos (LDCPF).

2.1.3  Purificacdo da palma forrageira

A metodologia utilizada para purificacdo da palma forrageira bruta foi o método
etanol/acido nitrico modificado, descrito por Rodrigues-Filho et al. (2000), e se baseia na
oxidacdo da lignina pelo &cido nitrico. A etapa inicial de extracdo da celulose consistiu na

lavagem, secagem e trituragdo da palma forrageira, uniformizando o tamanho das particulas
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através de tamisacdo do material triturado em jogo de tamises com agitacdo. Portanto, apds a
lavagem com detergente neutro, a palma forrageira foi colocada em refluxo com trés porcées
sucessivas de uma mistura 20% v/v de acido nitrico e etanol. A cada hora a mistura reacional
foi trocada e o material lavado com &gua destilada. Ap6s 3 horas de refluxo a mistura foi
filtrada e lavada com &gua destilada até que a solucéo da lavagem apresentou-se incolor. Em
seguida o material foi colocado em uma solucéo de NaOH 1mol/L™ por 24 horas, apos este
periodo a mistura foi novamente lavada e neutralizada com uma solucdo de acido acético
10%. A palma forrageira foi colocada para secar em estufa a 105°C durante 3 horas. Depois

de seco, foi triturado em um moinho.

2.1.4  Obtencdo da holocelulose

A holocelulose é o produto resultante da extracdo da lignina e é constituida por
celulose e hemicelulose. Este processo de deslignificacdo utiliza o clorito de sodio e esta
baseado na reagdo entre lignina e ClO2, CIO", produtos estes formados em reacgdes redox de
ClO2 em meio cido segundo a reagdo abaixo.

8ClO2- + 6H" —— 6CIO; + CIO™ + CI" + 3H20

O procedimento para obtengédo da holocelulose foi o seguinte: 5,0g da palma forrageira
bruta foram colocados em um baldo e adicionados de 100 mL de agua destilada. O baldo foi
colocado em banho-maria a 75 °C e adicionado de 2,0 mL de acido acético e 3,0g de clorito
de sodio (o balao foi mantido hermeticamente fechado para evitar a perda do gas produzido na
reacdo). Apos 1 hora, foi adicionado novamente 2,0 mL de &cido acético e 3,0g de clorito de
sodio. Esse processo foi devidamente repetido por mais duas vezes. A mistura foi resfriada a
10°C, filtrada em funil de placa porosa, previamente tarado, e lavada com agua destilada a 5°C
até que o residuo fibroso apresentasse coloragédo esbranquicada. O funil com o residuo fibroso
foi seco em estufa a 105°C por 6 horas, resfriado em dessecador (RODRIGUES-FILHO et al.,
2007).

2.1.5 Obtencéo da celulose

A celulose distingue-se analiticamente das hemiceluloses pela sua insolubilidade em
solucdes alcalinas aquosas. A extracao sucessiva da holocelulose (preparada pelo método do
clorito acido) com hidréxido de potassio 5 e 24% resulta em valores que, somados,

representam a fracdo de hemiceluloses. Assim, a fracdo de hemiceluloses solubilizada pelo
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hidroxido de potassio 5% é designada hemicelulose A, a fracdo solubilizada pelo hidroxido de
potassio 24% é designada hemicelulose B e o residuo fibroso apds as duas extracdes €
designado celulose. O procedimento para obtencdo da quantidade de celulose deu-se da
seguinte forma: foram transferidos 3,0g de holocelulose para um erlenmeyer de 250 mL, foi
adicionado 100 mL de solugdo de KOH (5%), sob uma atmosfera inerte pela passagem de gas
nitrogénio, durante os cinco minutos iniciais da extracdo para evitar a oxidacdo da celulose. O
erlenmeyer foi vedado e mantido em agitacdo constante por 2 horas. A mistura foi filtrada em
funil de placa porosa, lavada com 50 mL de solugdo de KOH (5%) e, em seguida, com 100
mL de agua destilada. O filtrado foi recolhido em um erlenmeyer de 1L e precipitado com
uma solucdo de partes iguais de &cido acético e etanol (completando-se o volume do
erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose A.

Assim como relata Rodrigues Filho et al. (2007), para a obtencdo da hemicelulose B, o
residuo fibroso retido no funil foi transferido novamente para o erlenmeyer de 250 mL. O
mesmo procedimento para a obtencdo da hemicelulose A foi repetido utilizando solucdo de
KOH (24 %). Para lavagem do residuo fibroso retido no funil, foi utilizado 25 mL de solu¢édo
de KOH (24%), 50 mL de agua destilada, 25 mL de acido acetico (10%) e 100 mL de &gua
destilada, respectivamente. O filtrado recolhido em erlenmeyer de 1L foi precipitado com
uma solugdo de partes iguais de acido acético e etanol (completando-se o volume do
erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose B. Apos a extracdo dos componentes sollveis
em solugbes aquosas de hidréxido de potassio, o residuo fibroso foi lavado com agua
destilada até que o filtrado apresentasse pH neutro. O residuo foi lavado com 50 mL de

acetona, seco a 105°C e pesado. Esse residuo foi denominado celulose.

2.2 Producéo e caracterizacéo do acetato de celulose

2.2.1  Acetilagéo da celulose da palma forrageira

A reacdo de acetilacdo foi realizada seguindo procedimento descrito em Cerqueira et
al. (2007). Foi adicionado 25 mL de &cido acético glacial a 1,0g da palma forrageira sob
agitacdo. O material foi deixado sob agitacdo por 30min em temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionada uma solucdo contendo 0,08mL de H2SO4 concentrado em 9,0 mL de
acido acético glacial, deixando o material sob agitacdo por 25 minutos em temperatura

ambiente. Ap0ds este periodo, a mistura foi filtrada e ao filtrado foi adicionado 32 mL de
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anidrido acético. Essa mistura foi agitada e retornou o filtrado ao frasco inicial com o
material. A solucdo foi agitada por mais 30 minutos e deixada em repouso. Apo6s 14 horas foi
adicionada agua destilada ao meio reacional até que ndo houvesse mais a formacdo de
precipitado. A mistura foi filtrada lavando com agua destilada e o material neutralizado com
uma solucéo 10% de carbonato de sodio. O material foi seco em estufa por 90min a 105°C.

2.2.2  Determinacdo do grau de substituicdo do acetato de celulose

A determinacdo do grau de substituicdo (GS) foi realizada por uma reagdo de
saponificacdo no qual foi adicionado 5,0mL de hidréxido de sédio 0,25mol/L e 5SmL de etanol
a 0,1g de acetato de celulose e deixou-se a mistura em repouso. Apés 24 horas foi adicionado
10 mL de &cido cloridrico 0,25mol/L e foi deixado em repouso por mais 30 minutos, em
seguida a solucdo foi titulada com hidréxido de sodio, utilizando-se o indicador fenolftaleina.
Este procedimento foi feito em triplicata (RODRIGUES-FILHO et al., 2000) O grau de

acetilacéo (%GA) foi calculado de acordo com a Equacao 1.

[(Vbi+Vbt)ub—(Va.ua)]M.100

NGA = mAC

1)

Em que %GA é a porcentagem de grupos acetila, Vbi é o volume de hidroxido de
sodio adicionado no inicio do processo, Vbt € o volume de hidroxido de sodio obtido na
titulacdo, pb é a molaridade do hidroxido de sodio, Va é o volume de acido cloridrico
adicionado, pa é a molaridade do acido cloridrico, M é a massa molar dos grupos acetila e
mAC é a massa de acetato utilizada.

Com o resultado obtido do %GA, o GS pode ser calculado a partir da Equagéo 2.

162.%GA
%GS = 2
% M.100-42.%GA )

2.3 Rendimento do acetato de celulose
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O rendimento de acetato de celulose foi determinado pesando-se o material inicial
(palma forrageira triturada e tamisada) e o produto final correspondente ao acetato de celulose
purificado. Foi utilizado para isso balanca analitica.

A Equacéo 3 foi usada para o calculo do rendimento do acetato de celulose:

Pfinal

inicial

R(%) =

%100 )

Em que:
R(%) = rendimento em percentual;
Pfina = Peso final do polimero obtido;

Pinicial = Peso inicial da palma forrageira triturada e tamisada.

2.4 Microscopia Optica

A técnica de microscopia dptica (MO) foi realizada em um Microscéopio Optico digital,
modelo KH7700 (Hirox®, Toquio, Japdo) de reflexdo e transmissdo com acessorios 3D e
variacdo de 140X e 3500X, acoplado a uma estacdo de analise de imagens. As analises foram
realizadas no Certbio da UEPB e consistiu em colocar as particulas de ACT em lamina para

analisar a imagem da sua projecao na tela de analise do microscopio.

25 Tamanho médio

O tamanho médio das particulas foi estimado por meio de microscopia Optica, apds o
preparo de lamina microscopica as imagens foram coletadas e submetidas a contagem de 20
particulas em triplicata para cada preparacdo. O tamanho médio foi estimado através de
analise estatistica baseado nos valores convertidos para escala micrométrica utilizando o

software Imaje J®.

2.6 Espectroscopia transformada no infravermelho com transformada de Forrier

(FTIR) do polimero acetato de celulose
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Esta analise foi realizada utilizando um espectrdmetro Spectrum TM 400 FT-IR/FT-
NIR (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA) com resolugdo de 4 cm™, velocidade de
varredura de 0,2 cm™ e varredura de 4000 a 650 cm™. As analises foram realizadas no Certbio
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

2.7 Difracdo de Raio- X (DRX)

Foi utilizado um Difratbmetro de raios-X, modelo XRD-6000 (Shimadzu® Kyoto,
Japdo) com varredura angular 5°<20<55° na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-260,
utilizando-se radiagdo de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (20), com intervalo de 0,6

segundo para cada amostra. As analises foram realizadas no CETENE.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Processo de Extracéo a partir da Palma Forrageira (Nopalea cochenilifera (L.)

O processamento extrativo da droga vegetal a celulose foi acompanhado de forma
visual atraves de modificacdes tanto na textura quanto na cor dos produtos obtidos em cada

etapa, como demonstrado na figura 10.

Figura 10- Etapas do processo de extracéo a partir da Palma Forrageira; A- Vegetal seco e
triturado; B- p6 do vegetal livre de extrativos; C- holocelulose; D- celulose.

Fonte: Dados da pesquisa

A molécula de celulose apresenta uma estrutura linear, constituida por longas redes
intramoleculares e intermoleculares de pontes de hidrogénio, que se ligam as moléculas de
glicose. Sdo essas ligacBes intramoleculares as responsaveis pela rigidez e, as
intermoleculares responsdveis pela formacdo da estrutura molecular. Devido a essas
caracteristicas estruturais e ao fato de haver um envoltorio de lignina que a molécula de
celulose apresenta resisténcia a sofrer hidrolise, sendo este, portanto, um desafio para a
utilizacdo dos materiais lignoceluldsicos nas mais diversas aplica¢des, havendo a necessidade
da retirada desse envoltério (SILVA NETO, 2018).

Nas imagens acima € possivel notar o processo de branqueamento e de purificagéo,
onde de “A” para “B” tem-se a retira das fracGes solUveis através de uma mistura de
etanol/acido nitrico (80/20 v/v), posteriormente o residuo foi mantido em contato com
hidroxido de sodio (NaOH). Esta primeira etapa, trata-se de um pré-tratamento, cuja
finalidade é promover modificacdes no material lignocelulésico, aumentando a acessibilidade
a separacao das fracdes. Ao utilizar um pré-tratamento acido com o emprego de acido nitrico,
possibilitamos a desestruturacdo da parede vegetal da biomassa, em especial, celulose,

hemicelulose e lignina. Além disso, o hidroxido posteriormente utilizado tem como intuito
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remover parte da lignina, assim como promover o branqueamento por eliminagéo dos grupos
cromoféricos da lignina (SILVA NETO, 2018; ANTUNES et al. 2014; FRIGIERI, 2016).

De “B” para “C”, tem-se a eliminacdo das ligninas insoltveis em acido através de uma
reacdo que faz uso de clorito de sdédio e acido acético. Obtendo-se essencialmente a
holocelulose, que é constituida por fracGes de hemicelulose e celulose. A utilizacdo de acido
acetico nesta etapa tem como intuito a solubilizacdo da fracdo hemicelulosica, tornando a
celulose mais acessivel e, posteriormente a eliminacdo através do uso de hidroxido de
potéassio 24% e acido acético a 1%, de “C” para “D” onde ha o isolamento da celulose
(FILHO, 2014).

A molécula de celulose apresenta trés grupos hidroxila por cada molécula de D-
Glucose, existindo a possibilidade de promover uma modificacdo da sua estrutura nesses
grupos hidroxilas, atraves de reagdes de adicao, substituicdo, nitracdo acetilacao, esterificacdo
e oxidacdo (SILVA NETO, 2018).

3.2 Rendimento do processo de extracao

O rendimento do processo de extracdo da celulose, a partir da droga vegetal, foi de 8,4
+ 0,5%, sendo, portanto inferior ao teor de celulose estimado para a espécie (cerca de 21%) e
aos percentuais obtidos por Filho (2014) de 31,55% e Santos (2012), que obteve de 13,66% a
26,90%. No entanto, foram utilizadas metodologias distintas para estimar o teor de celulose,
assim como no estudo desenvolvido por Filho (2014) e Santos (2012) fez-se uso de pre-
tratamentos com a finalidade de se aumentar o teor de celulose obtido nos resultados finais, ja
que a palma apresenta baixo teor de fibra e alta concentracéo de carboidratos sollveis, o que
implica consequentemente em menor teor de celulose e hemicelulose quando comparado com
outros materiais lignoceluldsicos (MALAININE et al. 2003).

3.3 Producéo e caracterizagao do acetato de celulose

O acetato de celulose é produzido atraves da substituicdo dos grupos hidroxila nas
unidades de anidroglucose por grupos acetila, onde pode-se caracteriza-lo de acordo com o
grau de substituicdo (GS). Sendo um parametro que pode afetar a cristalinidade do polimero,
influenciando em sua biodegradabilidade e solubilidade em solventes (SILVA, 2014).
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Além disso, grau de esterificacdo determina a solubilidade e a compatibilidade com
plastificantes, assim como com outros polimeros, onde também apresenta influéncia sobre as
suas propriedades mecéanicas. Sendo assim, coexiste uma relacdo inversamente proporcional
entre a solubilidade em solventes polares e compatibilidade com a concentracdo de grupos
acetila (grau de substituicdo) na estrutura, enquando que a solubilidade com solventes nédo
polares reduz com a diminuic¢do do grau de substitui¢do (SILVA, 2002).

De acordo com Liu e Sun (2007), o acetato de celulose pode ser classificado como
triacetato e diacetato, de forma que a forma triacetilada geralmente apresentam GS acima de
2,8 e a diacetilada entre 2,2 e 2,7. Sendo, portanto, o acetato de celulose produzido a partir do
processo de extracdo da palma forrageira (Nopalea Cochenillifera) triacetilado por apresentar
grau de substituicdo de 2, 84. Podemos observar na figura 11 o acetado de celulose obtidos

apos o procedimento de acetilacdo da celulose extraida da palma forrageira.

Figura 11- Acetato de celulose obtido a partir da celulose da palma forrageira.

Fonte: Dados de pesquisa

3.4 Morfologia

Segundo LEITE (2015), a celulose pode ser obtida na forma de diferentes tipos de
materiais celulésicos, como celulose microcristalina (MCC), a celulose nanofibrilada (NFC) e
nanocristais de celulose (CNC). Cada uma dessas apresenta dimens6es, morfologia, grau de
cristalinidade e propriedades mecanicas intrinsecas e distintas. Na microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) da celulose branqueada obtida a partir do bagaco da cana-de-agucar,
demonstraram que as fibras apresentaram-se com caracteristica fibrosa, com formato achatado
e com extremos agucados (ROCHA; MULINARI; 2017).
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Através da microscopia Optica do acetato de celulose obtido a partir da celulose
extraida da palma, tornou-se possivel verificar as caracteristicas morfologicas da amostra.
Observando a figura 12, percebe-se que o acetato de celulose apresenta um carater
heterogéneo em relacdo ao formato das particulas, apresentando em maior proporcdo a
formacdo de granulados, perdendo a caracteristica fibrosa que inerente as particulas de
celulose. As fotomicrografias por MEV obtidas por Barros (2016) demonstraram que 0
acetato de celulose apresentou em sua predominancia aspecto granuloso, o que é de grande

importancia considerando suas propriedades de fluxo e compactacéo.

Figura 12- Microscopia Optica do acetato de celulose
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Fonte: Dados de pesquisa

3.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de fourier (FTIR) do
polimero acetato de celulose

A espectroscopia na regido do infravermelho (4000 — 400 cm™) trata-se de uma
ferramente utilizada na elucidacdo estrutural em analises qualitativas na area da quimica de
produtos naturais, sintese e transformacdes organicas. Esse método fornece informagdo em
relacdo aos grupos funcionais que podem estd contidos na estrutura das substancias, sendo
comumente bastante utilizada na caracterizagdo dos constituintes de uma cadeia polimérica,
por determinar alguns tipos de ligacdes e grupos funcionais (SILVA, 2014).

Na figura 13 tem-se a presenca de bandas de baixa intensidade em aproximadamente
3700 cm™ a 3100 cm™ caracteristicas de estiramentos de ligacdo O-H que podem estar

remanescente na estrutura do polimero nas unidades monoméricas do acetato de celulose ou
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associado a adsorcdo de &gua pela estrutura, concomitantemente tem-se a presenca de bandas
em aproximadamente 1634 cm™, caracteristica da deformagao angular das moléculas de agua;
bandas na regido de 2940 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos da ligagdo Csps-H e as
bandas caracteristicas de C=0 em 1730 cm™ do acetato de celulose. Além disso, tém-se
bandas intensas em 1220 cm™, associadas ao estiramento da ligagdo C-O de éster; as bandas
em 1430 e 1360 cm™ de deformacdo de ligagdo CHs simétrico e assimétrico de CHa, que
evidenciam a presenca do polimero acetilado. Assim como estdo presentes bandas
caracteristicas de materiais celuldsicos como a banda na regido de 1030 cm™, caracteristica de
ligagdo C-O da cadeia celuldsica, e a banda em 890 cm™ atribuida ao estiramento da ligacio
glicosidica entre as unidades de glicose que compde o mondmero celobiose (FERREIRA,
2019).

A auséncia das bandas em 1760 — 1840 cm™ e 1700 cm™ sdo indicadores de que o
anidrido acético e o acido acético utilizados no processo de extracdo ndo estdo presentes no
acetato. Desta forma, pode-se afirmar que a reacdo de acetilagdo ocorreu com éxito e que 0s

reagentes foram eliminados durante a lavagem dos acetatos (ALESI, 2019).

Figura 13- Andlise de Infra Vermelho (FTIR) do acetato de celulose com destaque para as
principais bandas.
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Fonte: Dados da pesquisa
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A tabela 2 resume as principais bandas na regido do infravermelho associadas ao

acetato de celulose

Tabela 1- Bandas na regido do infravermelho associadas ao acetato de celulose

Posicdo (cm™) Atribuicdes

3700-3100 Etiramento O-H
2940 Estiramento assimétrico CHa
1730 Estiramento de carbonila de éster
1635 Deformacéo da 4gua
1430 Deformacéo assimétrica CH;
1360 Deformacéo assimétrica CHs
1230 Estiramento C-O de acetato
1030 Estiramento C-O
890 Estiramento da ligacéo glicosidica

3.6 Difragdo de Raio- X (DRX)

A técnica de difracdo de raio-X tem como finalidade estudar os materiais, através da
determinacdo da sua estrutura cristalina e o percentual de cristalinidade. Pois, quando os
raios-X interagem com um material cristalino geram um padrdo de difracdo e quanto mais
estruturas cristalinas tridimensionais nos materiais, mais intensos, pontiagudos e estreitos
serdo os picos no difratograma, ja a por¢ao amorfa gera picos denominados de “halos” mais
largos e menores dependendo da concentracdo desta porcdo presente na amostra (BORGES,
2018).

Ferreira et al. (2017) analisou 0 DRX da celulose microcristalina onde os principais
sinais de difragdo em 260 sdo 14,9, 16,3, 22,5, e 34,6°, sendo sinais caracteristicos da celulose.
De acordo com Borges (2018), o pico em 20° na figura 15 é atribuido a desordem gerada na
estrutura da celulose quando a mesma ¢ acetilada, gerando desta forma a projecéo de grupos
substituintes ao longo do eixo, associando-se ao aumento da distancia interfibrilar e, & quebra
das estruturas microfibrilares, sendo esse padrdo de difracdo correspondente ao acetato de

celulose.
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Figura 14- Difracdo de Raio- X do acetato de celulose
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Fonte: Dados da pesquisa

Além disso, segundo Marincek (2017) o surgimento de intensidades em 26 = 8,2°,
17,46°, 22° sdo caracteristicos em alguns polimeros amorfos, por existir regides com
agregacdo de segmentos das cadeias paralelas, onde seu surgimento é devido a desordem
gerada na acetilagdo da celulose. O que ¢ atribuido desta forma a reducéo da cristalinidade do
material, pela presenca de grupos acetila.
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4. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a palma forrageira pode ser utilizada como fonte
extrativa de celulose e derivados celulésicos, que sdo amplamente utilizados na industria
farmacéuticas como excipientes. H& necessidade de se propor metodologias que tenham em
vista a otimizacdo da extragdo/purificagdo do polimero, para se ter um melhor rendimento. O
acetato de celulose foi devidamente caracterizado e identificado através de FTIR, DRX e
Microscopia Optica, esta ultima analisando a morfologia e tamanho médio das particulas. O
polimero obtido foi predominantemente tri substituido (triacetato), apresentando um aumento
da amorfizacdo. As particulas apresentam-se na forma de granulos em sua predominancia
havendo alguns aglomerados irregulares, com tamanho médio de 0,774 mm, pouco coesivo,
cuja fluidez é intermediéria.

O mesmo sera utilizado para a producéo de filmes poliméricos para emprego em lesdes
cuténeas, para isso serd realizado a incorporagdo de um derivado N-acilidrazbnico com

promissora atividade antiinflamatoria.
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Capitulo I1- Caracterizagao fisico-quimica de filmes de acetato de celulose

contendo um derivado n-acilidrazonico

1. INTRODUCAO

Os polimeros sdo considerados a classe de materiais mais versateis responsaveis por
mudar nosso dia-a-dia nas Ultimas décadas. A associacdo da ciéncia dos polimeros com as
ciéncias farmacéuticas levou a um salto considerdvel em termos de novidades no
desenvolvimento de novos sistemas de administracdo de farmacos. Os sistemas de
administragdo poliméricos destinam-se principalmente a obter um controle temporal ou
espacial da administracdao dos farmacos (PILLAI, 2001; GEORGE, 2019).

A introducéo dos primeiros sistemas de administracdo a base de polimeros sintéticos
levou a um interesse maior na procura e na sintese de novos polimeros biodegradaveis que
evitam a necessidade de remover o medicamento do local de aplicacdo, diferentemente dos
sistemas poliméricos ndo degradaveis. Reconhecer que o contato entre um sistema de entrega
de farmacos e uma camada de células epiteliais melhorara o tempo de permanéncia, bem
como a eficacia do sistema de liberagcdo, resultou no aumento da busca de polimeros
bioadesivos. Outros avancos na ciéncia dos polimeros levaram a sistemas de poliméricos que
podem regular a liberacdo de um agente bioativo em resposta a um estimulo especifico
(PILLAI 2001; PRAJAPATI, 2019),

Polissacarideos, como a celulose e seus derivados representam um grupo de polimeros
naturais largamente utilizados em formas farmacéuticas, sendo preferidos, em detrimento de
polimeros sintéticos, devido a baixa toxicidade, baixo custo e disponibilidade. Aliado a isto, a
biodegradabilidade, caracteristicas filmogénicas e sua versatilidade tém constituido um
elemento de elevado interesse e destaque no grupo de excipientes farmacéuticos (GOY, 2004;
SILVA, 2015; GEORGE, 2019).

O acetato de celulose é um dos derivados de celulose mais importantes, com uma
producdo anual de cercaum milhdo de toneladas, sendo sintetizado industrialmente pela
reacdo da celulose com anidrido acético e 4cido  acéticona  presenca  de acido
sulfurico (FISCHER et al., 2008) . O acetato de celulose é um éster de celulose que se
apresenta em diferentes formas de acordo com seu grau de substituicdo, ou seja, 0 nimero de
grupos acetila ligados aos grupos hidroxila de uma Unica unidade de
anidroglucose (FERREIRA JUNIOR, 2009; LIEBERT, 2010). Esse polimero é usado para


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/cellulose
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/cellulose
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/anhydride
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/anhydride
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/acetic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphuric-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphuric-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1385894718308209#b0005
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/acetate-ester
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produzir uma grande variedade de produtos, como: produtos téxteis, bases de filmes em
fotografia, filtros de cigarros, filmes em embalagens plasticas, entre outros (PULS,
2010) . Tedeschi e colaboradores (2018) também relatam o emprego em diferentes aplicacdes,
como revestimentos de superficie e na liberacdo controlada de substancias ativas, compositos,
resinas, membranas para processos de separacdo e filmes dpticos.

O acetato de celulose apesar de mostrar maior hidrofobicidade em comparagdo com a
celulose pura devido a menor presenca de grupos hidroxila, ainda apresenta-se como um
material hidrofilico e absorvente de agua, com melhores propriedades para aplicacdo em
sistemas bioldgicos quando comparados aos materiais plasticos comuns a base de
petréleo (BIALOPIOTROWICZ, 2002; MOSTAFA, 2015) . A acetilacdo da celulose confere
também ao polimero importantes caracteristicas para seu uso pela industria farmacéutica
devido a propriedades essenciais como: baixa toxicidade, boa estabilidade, elevada permeacéo
a agua, elevada temperatura de transicdo vitrea e compatibilidade com uma série de agentes
ativos (EDGAR, 2007).

O uso de filmes polimérico para o tratamento cutaneo € de extrema importancia, pois a
pele humana, que é considerada o maior 6rgdo do corpo humano é responsavel por diferentes
funcbes, como protecdo contra atrito, radiacdo ultravioleta, perda de &gua e invasdo de
microrganismo. Além de desempenhar o papel de barreira de ataque externo, a pele possui um
papel importante na percepgdo do tato, bem como do processo de termorregulacdo corporea
pelo o ajuste do fluxo sanguineo e da transpiracdo (SZWED; SANTOS, 2015). Apesar da
variedade de curativos ja comercializados, destinados para a regeneracdo de feridas, ndo ha
um produto existente que vai ao encontro de um curativo ideal, visto que a escolha do produto
depende de varios fatores, como, condicdo do paciente, tipo da ferida e estagio da leséo
(MOURA et al., 2013). Deste modo, existe uma necessidade real por materiais que possam
acelerar o processo de cicatrizacdo, alem de propiciar uma maior seguranca ao paciente
(WIEGAND; HIPLER, 2010).

Com isso, Devi e Dutta (2017) em seu estudo, reforcam a utilizacdo de filmes de
poliméricos para tratar feridas cutaneas, nas quais mostram as diversas vantagens que este
polimero pode trazer, quando associado a outras substancias. Devido a isso, a incorporagéo de
insumos farmacéuticos ativos, como o composto JR-19 de nomenclatura N’-(1H-indol-3yl)
metileno-2-cianoacetrohidrazida, pode ser uma substancia a ser utilizada para ser incorporada
nesses filmes poliméricos, apresentando uma acdo farmacoldgica direcionada ao local de acdo

na pele. O JR-19 é um derivado do N- acilidraz6nicos, que em estudos prévios realizados por


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1385894718308209#b0015
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrophobicity
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1385894718308209#b0040
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Apolinario (2016), apresentou uma atividade anti-inflamatdria promissora nos modelos de
peritonite induzida por carragenina, bolsdo de ar subcutdneo e edema de pata induzido por
carragenina, com reducdo significativa da migracao leucocitaria e do edema, respectivamente.

A caracterizagdo fisico-quimica vem se mostrando essencial para analise da
microestrutura de diversos sistemas, fazendo parte do controle de qualidade de medicamentos,
podendo prever desde incompatibilidades até formular prazos de validade para produtos
farmacéuticos. Nesse contexto, objetivou-se desenvolver e caracterizar filmes poliméricos de
acetato de celulose incorporados com JR19, considerada estrutura privilegiada para o
desenvolvimento de novos farmacos, o que pode representar um novo tratamento para varias

doencas inflamatorias.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Acetato de celulose comercial (Sigma-Aldrich®) identificada pelo numero de
referéncia do produto 419028-500G; Composto JR19 derivado do N-acilidrazonico,
sintetizado no Laboratorio de Sintese e Vetorizacdo Molecular (LSVM) da UEPB (campus
V); acetona P.A (Neon®); Glicerina bi-destilada (Viafarma®); alcool etilico P.A (Neon® e

Dindnmica®) e agua destilada.

2.2 Métodos

2.2.1 Producéo dos filmes de celulose com e sem JR-19

Para o desenvolvimento dos filmes foi utilizado o método de ‘casting’ que é baseado
no espalhamento da solugdo precursora sobre um substrato (geralmente uma placa de vidro).
Nos filmes sem JR-19 (FB), o acetato de celulose (ACT) foi testato em diferentes
concentrages (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0% p/p), o polimero foi dissolvido em uma solucdo de
acetona P.A sob agitacdo em sonda de ultrassom por 2 minutos seguida de 1 minuto em banho
de ultrassom. Foi utilizada glicerina bi-destilada nas concentracGes de 5%, 10% e 15% como
agente plastificante. A solucdo resultante foi vertida em placas de Petri com diametro de 5,5
cm, em um volume de 5 mL para secagem, as peliculas formadas foram avaliadas por
aspectos macroscopicos e caracteristicas sensoriais mecanicas. Para o desenvolvimento dos
filmes incorporados com o JR-19 (FJR19), 10 mg do farmaco foi dissolvido em 5 mL da
solucdo contendo o acetato de celulose, sob agitacdo em sonda de ultrassom por 2 minutos
seguida de 1 minuto em banho de ultrassom, para que ocorra total homogeneizagdo. A
quantidade de farmaco utilizado por filme foi determinado atravez de calculo utilizando a area
da lesdo e o peso dos animais, de forma que a forma final fosse proporcional a 20 mg/Kg.
Para ambas as solucdes (com e sem o JR-19) a secagem da solucdo polimérica foi realizada
em geladeira com temperatura entre 2 e 8 °C por um periodo de 4 horas para remoc¢do do

solvente.
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2.2.2 Validacdo do método analitico espectrofotométrico para doseamento da JR19

A molécula JR19 foi dissolvida em solucdo hidroalcoolica (alcool etilico/agua
destilada 60:40 v/v) formando a solucdo estoque com concentracgdo inicial de 50 pg/mL. A
validagdo do método analitico foi realizada conforme a RESOLUCAO DA DIRETORIA
COLEGIADA- RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017). A
molécula foi quantificada através do espectrofotbmetro com detector UV/VIS 1900
(Shimadzu®) seguindo os seguintes parametros: seletividade (especificidade), linearidade,
exatiddo, precisdo, robustez, limite de detec¢do e limite de quantificagdo. Todas as analises
foram realizadas em triplicata, com excecdo da precisdo que foi feita em sextuplicata.

Para determinac¢do do comprimento de onda (A) de detec¢do da molécula JR19, foram
realizadas varreduras da mesma, utilizando a faixa de 190 a 1100 nm da solucdo do farmaco
em alcool etilico/agua destilada (60:40 v/v), a fim de identificar o (A) em que o farmaco
apresentava o valor maximo de absorbancia, visto que a molécula em estudo é de carater
inovador. O comprimento de onda selecionado para a quantificacdo do JR19, de acordo com a

curva de maior absorbancia, foi de 310 nm.

2.2.2.1 Seletividade e especificidade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo das curvas espectrais da
molécula JR19, dos FB e FJR19, obtido pela dissolucdo em alcool etilico/agua destilada

(60:40 v/v), a fim de verificar a banda de absorbéancia caracteristica do farmaco.

2.2.2.2 Linearidade

A curva analitica foi construida a partir de uma solucdo estoque de JR19 a uma
concentracdo de 50 pg/mL, na qual, por meio de dilui¢cBes seriadas em alcool etilico/agua
destilada (60:40 v/v), foram obtidas 7 concentracdes diferentes (1; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 pg/mL)
em triplicata. Os resultados foram tratados estatisticamente para determinacdo do coeficiente

de correlacgéo (r) e obtencdo da equacéo da reta.

2.2.2.3 Exatidao
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A exatiddo do método foi verificada a partir de trés diferentes niveis de concentracéo:
baixa (1 pg/mL), média (6 pg/mL) e alta (12 pg/mL), com trés réplicas em cada nivel,
expressa pela concentracdo média experimental e a concentracdo tedrica, conforme a Equacao
10.

. Concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100 (10)
Concentracao teorica

2.2.2.4 Precisao

A precisdo foi determinada utilizando seis réplicas na concentracdo do ponto medio (6
png/mL). A precisdo foi expressa por meio da repetibilidade e da precisao intermediaria, a qual
foi obtida pela andlise de uma mesma amostra, no mesmo laboratorio, realizada por
operadores distintos e analisadas em dias diferentes, sendo representada em coeficiente de
variacdo expressa em porcentagem (CV%), com nivel de significancia inferior a 5%,
conforme a RESOLUCAO RE 166/2017.

2.2.2.5 Robustez

A robustez foi avaliada em triplicata na concentracdo do ponto médio (6 pug/mL), a
partir da solugdo de JR19, utilizando alcool etilico de diferentes fabricantes (Exodo® cientifica
e Neon®) e em uma solugdo com pH acidificado com 20 pl de acido acético, passando de um
pH de 6,6 para 5,2.

2.2.2.6 Limite de Deteccdo (LD)
O LD foi obtido a partir da divisdo do desvio padrdo (DP) com o coeficiente linear das

curvas de calibracdo do ensaio de linearidade, expressa em triplicata, pela média da inclinagéo

da curva (IC) de calibracdo das mesmas, multiplicados por 3,3, conforme a Equacéo 11:

_3,3x0

LD
IC

(11)

2.2.2.7 Limite de Quantificacdo (LQ)
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O LQ foi determinado de forma semelhante ao LD, porém, multiplicando-se os valores

por 10, conforme a Equacao 12.

LO = 10x o
Q= IC

(12)

2.2.3 Caracterizagdo fisico-quimica dos constituintes e filmes formados

2.2.3.1 Ensaio de Resisténcia ao dobramento

A andlise de resisténcia ao dobramento foi realizada para medir a flexibilidade dos FB
e FJR19, que é necessario para determinar se a forma farmacéutica desenvolvida é confortavel
e segura para aplicar-se na superficie da ferida. A resisténcia dobravel é determinada
manualmente, dobrando repetidamente o filme no mesmo ponto até este se romper ou ser
dobrado até 300 vezes (DEVI; DUTTA, 2017). A quantidade de dobramentos sem qualquer
ruptura da o valor exato de sua resisténcia. A analise foi realizada no Laboratorio de
Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF), em triplicata, a fim

de obter um valor médio.

2.2.3.2 Ensaio de Tragao

O ensaio de tracdo foi realizado com o objetivo de avaliar a deformacdo (%) e
resisténcia a tracdo (Mpa) dos FB e FJR19. Os filmes foram medidos com o micrémetro
digital de modelo Colante Proof, série 293 (MITUTOY®, Suzano, Brasil) e a analise foi
realizada na Maquina Universal de Ensaio, modelo 3366 (INSTRON®, Norwood, EUA) de
acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM, 1991). Foram utilizados os seguintes
parametros: corpo de prova do tipo 4, com distancia entre as garras de 12 cm; comprimento
de 25 mm e largura de 4 mm. As anéalises foram realizadas no Laboratorio de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (Certbio) da Universidade Federal de

Campina Grande (UFCG) em triplicata, a fim de obter um valor médio.

2.2.3.3 Microscopia Optica (MO)

A técnica de MO foi realizada em um Microscopio Optico digital, modelo KH7700

(Hirox®, Toquio, Japdo) de reflexdo e transmissdo com acessorios 3D e variagio de 140X e
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3500X, acoplado a uma estacdo de andlise de imagens. As andlises foram realizadas no
Certbio da UEPB e consistiu em colocar os FB e FJR19 para analise da sua projecdo na tela

de analise do microscopio.

2.2.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os aspectos morfoldgicos dos FB e FJIR19 foram observados através de microscopia
eletronica de varredura (MEV) de bancada, modelo VEGA3 (TSCAN®, Brno, Republica
Checa) com energia fixa de 8 KV. As amostras foram preparadas previamente dispono-as de
maneira uniforme em uma fina camada sobre fita de carbono e metalizando-as em ouro com
tempo de metalizacdo de 80 segundos e espessura média de 10 nm. A metalizacdo foi
realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Pernanbuco (UFPE) e a
MEV no campus V da UEPB.

2.2.2.5 Anélise Térmica

22251 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC do material foram obtidas em um modulo Calorimétrico Exploratorio
Diferencial, modelo 8500 (Perkin Elmer®, Boston Massachusetts, EUA). Foram utilizadas
amostras de 2,00 £ 0,05 mg, acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente
fechados, analisadas na razéo de aquecimento de 10 °C.mint, com temperatura de 25-400°C.
Utilizou-se atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL.mint. As anélises foram realizadas
no Certbio da UEPB.

2.2.25.2 Termogravimetria (TG) e sua Derivada (DTG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um mddulo termogravimétrico TGA
400 (Perkin Elmer®, Boston Massachusetts, EUA). Foram utilizadas amostras de 5,00 + 0,05
mg, acondicionadas em cadinhos de alumina para cada amostra, utilizando uma razédo de
aquecimento de 10°C.mint, com temperatura de 25°C a 900°C, sob uma atmosfera de
nitrogénio, com fluxo de 50 mL.mint. As analises foram realizadas no Certbio da UEPB.
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2.2.2.6 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Esta analise foi realizada utilizando um espectrémetro Spectrum TM 400 FT-IR/FT-
NIR (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA) com resolucdo de 4 cm™, velocidade de
varredura de 0,2 cm™ e varredura de 4000 a 650 cm™. As analises foram realizadas no Certbio
da UFCG.

2.2.2.7 Difragéo de raios-X (DRX)

Foi utilizado um Difratdmetro de raios-X, modelo XRD-6000 (Shimadzu® Kyoto,
Japao) com varredura angular 5°<20<35°, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-260,
utilizando-se radiagdo de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (20), com intervalo de 0,6
segundo para cada amostra. As analises foram realizadas no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE) em Pernanbuco.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento dos filmes de acetato de celulose com e sem JR19

No desenvolvimento dos filmes observou-se que as membranas formadas em
concentracbes de ACT acima de 2% apresentaram propriedades mecénicas e espessura
inadequada para uso como curativo tépico. Na concentracdo de 0,5% apresentaram-se frageis
e quebradicos. Os filmes obtidos a 1,5% do polimero apresentaram macroscopicamente boa
distribuicdo do farmaco e boas propriedades sensoriais mecénicas como elasticidade e
flexibilidade. Os FB mostraram-se incolor, enquanto os FJR19 apresentaram coloragédo
alaranjada, o que faz disso um indicativo da incorporacdo do farmaco na matriz polimérica,
visto que a cor da molécula em p6 assemelha-se ao do filme formado. Os filmes formados
com e sem a JR19 podem ser observados na figura 15. Até o presente momento da pesquisa,
ndo houve éxito no desenvolvimento dos filmes de ACT obtido a partir da celulose da palma,
desta forma, toda a caracterizacdo foi realizada com os sistemas desenvolvidos a partir do
ACT da Sigma-Aldrich®.

Para formacdo desses sistemas, substancias chamadas de plastificantes, como o
glicerol, sdo geralmente adicionados ao acetato de celulose. Os polimeros, quando revestidos
isoladamente, tém capacidade limitada para formacdo de membranas com boas propriedades
mecanicas. A adicdo de plastificante € vital para a formacdo de uma membrana robusta, pois
essas substancias tem a capacidade de interagir com as cadeias poliméricas reduzindo a
atracdo intermolecular da rede tridimensional polimérica para fornecer maior flexibilidade,
resisténcia ao choque e suavidade desejada ao sistema resultante. Além do efeito plastificante,
eles também desempenham um papel importante na modulacdo dos perfis de liberacdo de
medicamentos (TANAKA, 2017; KHATRI, 2018). Desta forma, adicionou-se a formulacao

10% de glicerol para atuar como agente plastificante.


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/plasticizer
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/plasticizer
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Figura 15- Filmes de acetato de celulose sem e com o farmaco.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2 Validacdo do método analitico espectrofotométrico para doseamento da JR19

A validacdo do metodo analitico € o processo pelo qual se estabelece evidéncia
documentada, através de estudos laboratoriais, de que as caracteristicas de desempenho ou
parametros analiticos do método alcangcam os requisitos para as aplicacBes analiticas
pretendidas, este procedimento é um aspecto vital da garantia da qualidade analitica e se
constitui em uma das exigéncias das normas de Boas Praticas de Laboratério (BPL) e Boas
Préaticas de Fabricacdo (BPF) vigentes (SANTANA et al., 2009).

Segundo a RDC N°166 de 24 de julho de 2017 da ANVISA, 2017, validacdo é um ato
documentado no qual os procedimentos, registros, resultados e avaliagdo da validacdo sdo
consolidados e sumarizados, atestando que qualquer processo, equipamento, material,
operacdo, ou sistema realmente conduz aos resultados esperados, sendo a avaliacdo
sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer
evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para seu uso pretendido serdo atendidos.
Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, precisdo, limite de quantificacéo,
sensibilidade, exatiddo, adequados a analise (BRASIL, 2017).

Através de varredura espectrofotométrica na faixa de 1100 a 190 nm, utilizando uma
solucdo de JR19, verificou-se a presenca de trés bandas no espectro de absorcdo entre 190 e
350 nm, sendo a principal absorbancia em comprimento de onda (A) de 310 nm e
correspondente ao grupo cromdéforo indol (Figura 16). Este valor de A foi considerado
adequado para deteccdo do farmaco, utilizando um espectrofotémetro com detector UV/VIS

no desenvolvimento e validacdo do método analitico. A determinacdo do comprimento de
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onda da JR19 foi fundamental para que os parametros da validacdo fossem avaliados, tendo

em vista que tais informacdes nao sdo encontradas na literatura.

Figura 16- Espectro de varredura da JR19 no (1) de 1100 a 190, apresentando oS picos de

absorcéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.1 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz (BRASIL, 2017). A metodologia desenvolvida demonstrou ser
seletiva, uma vez que no comprimento de onda determinado para a molécula (310 nm), ndo
foi evidenciado picos interferentes relacionados aos componentes da formulacdo sem o
farmaco (matriz polimérica), evidenciando também a deteccdo do perfil de absorbancia da

molécula na formulacdo com a JR19, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17- Espectro de varredura da JR19, do FJR19 e do FB no (1) de 1100 a 190 nm.
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.2 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma
amostra (BRASIL, 2017). O método exposto apresentou-se na faixa de linearidade e sua curva
analitica foi descrita pela equacdo y = 0,1114x — 0,0464 obtida pelo método dos minimos
quadrados, apresentando um coeficiente de correlacdo (r) de 0,999245 e coeficiente de
determinacéo (r?) igual a 0,99849 de acordo com a Grafico 1. Segundo a RDC N° 166, de 24
de julho de 2017 da ANVISA, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) da
curva de calibracdo deve estar acima de 0,990, assegurando entdo a linearidade do método

analitico.
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Gréfico 1 — Curva de calibracdo da molécula JR19 (media; n=3).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para confirmacdo da linearidade do método, verificou-se por meio da andlise de
variancia a significancia estatistica da curva ajustada. Desta forma, observamos na tabela 3
que o valor de F calculado (12581,31) é maior que o valor de F tabelado (2,82935), atestando
que 0 meétodo é linear em nivel de confianca de 95%.

Tabela 2- Teste de analise de variancia (ANOVA).

Graus de Soma Meédia F de
liberdade Quadratica quadratica F significancia
Regressao 1 3,755211252 3,755211252 12581,31 2,82935
Residuo 19 0,005671034 0,000298475
Total 20 3,760882286

Fonte: Dados da pesquisa.

O grafico 2 expde a adequabilidade do modelo, demonstrando varidncia constante
(homocedasticidade) no comportamento de dispersdo dos resultados obtidos das amostras em

torno dos valores preditos pela equacdo do modelo.
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Gréfico 2- Anélise de residuos
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.3 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro (BRASIL, 2017). Apds a contemplacdo do intervalo linear do método analitico
em triplicata dos valores de absorbancia, a partir dos trés niveis de concentra¢des: baixa (1
png/mL), média (6 pg/mL) e alta (12 pg/mL), pode-se observar coeficientes de variacbes (CV
%) menores que 5%, valor este aceitavel pela legislacdo vigente para determinar o0 método

exato, conforme a Tabela 4, variando de 0,37 a 1,72%.

Tabela 3- Resultado analitico para analise da exatiddo do método proposto.

Nivel de

concentracdo Amostral Amostra2 Amostra3  Média DP CV (%)
(ug/mL)
Baixo (1) 0,148 0,144 0,142 0,145 0,002 1,72
Médio (6) 0,708 0,719 0,711 0,713 0,005 0,64
Alto (12) 1,372 1,369 1,381 1,374 0,005 0,37

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3.3 Precisdo

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com

amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado (BRASIL, 2017).
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Os dados da Tabela 5 apresentam o0s valores obtidos durante a determinagéo da preciséo do
método, que foi expressa por meio da repetibilidade em sextuplicata do nivel médio de
concentracdo (6 pg/mL) e pela precisdo intermedidria em dias distintos e por analistas
diferentes, conforme a legislagéo vigente (BRASIL, 2017). Assim como na exatiddo, 0S
coeficientes de variacfes foram inferiores a 5% o que determina o método analitico exposto é

preciso, variando entre 0,36 a 1,06%.

Tabela 4- Resultado analitico da precisdo do método proposto.

Concentraca Média daN
Analista Dia 0 tedrica concentraca Media DP CV (%)
(ng/mL) 0 obtida
(Hg/mL)
Analista 1 Dial 0,715 0,712 0,714 0,003 0,39
Dia 2 0,715 0,709 0,712 0,003 0,36
Analista 2 Dia 1l 0,715 0,710 0,713 0,004 0,45
Dia 2 0,715 0,727 0,721 0,008 1,06

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.5 Robustez

A robustez é um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes das
condicBes analiticas (BRASIL, 2017). A Tabela 6 mostra que o método apresentou robustez,
uma vez que as diferentes amostras (solvente 1 e 2; pH) em triplicata do nivel médio de
concentracdo (6 pg/mL), apresentaram-se dentro das especificagdes exigidas pela legislacéo,

que é o coeficiente de variagdo menor que 5%.

Tabela 5- Resultado analitico da robustez do método proposto.

~ Média da
e Conce"nf[ragao concentracao -
Modificacdes tedrica obtida Média DP CV (%)
(Hg/MI) (Lg/MI)
Solvente 1 0,715 0,717 0,716 0,005 0,71
Solvente 2 0,715 0,714 0,715 0,003 0,43
Ph 0,715 0,722 0,719 0,004 0,55

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.2.6 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os valores estimados para o limite de deteccdo e quantificacdo foram de 0,0003228
png/mL e 0,0010758 pg/mL, respectivamente. Esses valores demonstram boa sensibilidade do
método e atesta que o mesmo é capaz de detectar e quantificar pequenos valores do farmaco
em dissolugdo no meio, portanto, a compreencgéo desses resultados é fundamental para futuros

ensaios de liberacdo da JR19 a partir dos filmes de ACT.

3.3 Resisténcia ao Dobramento

A anélise de resisténcia ao dobramento é uma técnica simples e rapida que objetiva
verificar a flexibilidade dos filmes, com ela podemos analisar parametros relacionados a
consisténcia dos filmes, sendo muito importante para se predizer outras propriedades
mecanicas, facilitando uma adequacao prévia do sistema para mais seguranca e conforto na
aplicacdo da superficie de uma lesdo cutanea. Os FJR19 apresentaram-se integros até, em
média, 372 dobragens, enquanto os FB apresentaram resisténcia ao dobramento até, em
média, 348 dobragens. Esses resultados corroboram com os dados de Wanderley (2019) que
demonstraram que a presenca do farmaco (JR19) influenciou nas propriedades fisico-
quimicas dos filmes de quitosana promovendo maior resisténcia ao dobramento do sistema,
indicando que estes sdo seguros, assim como os filmes de acetato de celulose, em termos de

resisténcia para aplicacao topica.

3.4  Ensaio de Tracéo

As propriedades mecénicas dos materiais sdo verificadas pela execucdo de ensaios
cuidadosamente programados que reproduzem o mais fielmente possivel as condigcbes de
servigo. Dentre os fatores a serem considerados nos ensaios incluem-se a natureza da carga
aplicada que pode ser de tracdo, compressdo ou cisalhamento, a duracdo de aplicacdo dessa
carga que pode ser de apenas uma fracdo de segundo ou pode se estender por um periodo
longo, as condi¢BGes ambientais e a magnitude que pode ser constante ao longo do tempo ou
flutuar continuamente (CALLISTER, 2007).

As propriedades mecéanicas dos polimeros sdo especificadas por muitos dos mesmos

parametros que sdo usados para 0s metais. Para muitos materiais poliméricos, através do
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ensaio tensdo-deformacdo € possivel estimar esses parametros. Tensdo é definida
genericamente como a resisténcia interna de uma forca externa aplicada sobre um corpo, por
unidade de area. Deformacdo, por sua vez, € definida como a variacdo de uma dimenséo
qualquer desse corpo, por unidade da mesma dimensdo, quando submetido a um esforco
qualquer. (REIS, 2019).

A forma de se avaliar a viabilidade de aplicacdo de filmes para o desenvolvimento de
curativos é verificar sua flexibilidade, através das analises de resisténcia mecanica a tracdo
(Mpa) e deformacio (%) (SASIKALA; DURAI; RATHINAMOORTHY, 2013). Os filmes
poliméricos que apresentam menor grau de deformacéo e valores razodveis de resisténcia a
tracdo, sdo sugestivos de terem elevado potencial em aplica¢cdes médicas (BANO et al., 2014;
KOUCHAK, 2015).

Para obtencdo do ensaio de tracdo € necessario a realizacdo da analise da espessura
dos filmes, a qual é mostrada na Tabela 7. Para obtencdo da espessura uniforme dos filmes,
foram usadas placas de Petri com os mesmos diametros e volumes de todas as solugOes
preparadas. A espessura média dos FB é de 0,132 + 0,016 mm e dos FJR19 de 0,137+ 0,019
mm. Observando-se assim um pequeno aumento da espessura dos filmes apos a incorporacéo

do farmaco, porém, sem relevancia estatistica.

Tabela 6- Espessura dos filmes de acetato de celulose com e sem a JR19.

Amostras , Espessura
média (mm)
FB 0,132 £ 0,016
F JR19 0,137 + 0,019

Fonte: dados da pesquisa.

O gréafico 3 demonstra os valores referentes a resisténcia a tracdo dos FB e FJR109.
Podemos observar que houve, com a presenca da JR19, um leve aumento de resisténcia a
tracdo (3,672 + 1,45 MPa), o que corresponde a um material mais resistente quando
comparado aos filmes de sem a JR19 (2,966 + 0,52 MPa), porém, os filmes formados nédo
apresentam diferenca estatistica que comprove essa maior resisténcia. Este resultado é
compativel com a analise de dobramento, em que os filmes contendo o farmaco apresentaram

uma média de dobragens maior do que os filmes sem.
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Gréfico 3 — Valores referente a resisténcia a tracdo (Mpa) dos filmes de acetato de
celulose sem a JR19 (FB) e com a JR19 (FJR19).
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Fonte: dados da pesquisa.

O gréfico 4 apresenta os valores referentes a analise de deformagdo. Podemos observar
que, assim como os resultados anteriores, a incorporacdo da JR19 resultou em um discreto
aumento nos valores, demonstrando maior flexibilidade dos filmes, porém, ndo apresentaram
diferenca estatistica que comprovasse esse aumento na taxa de deformagdo do sistema com a
presenca do farmaco. Os FJR19 tiveram uma média de 6,556 + 2,88 %, enquanto os FB
apresentaram 5,834 + 1,72 %.
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Gréfico 4 — Valores referente a deformacao (%) dos filmes de acetato de celulose sem
a JR19 (FB) e com a JR19 (FJR19).
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Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Evans et al. (2013), os biomateriais utilizados para a confecgdo de um
curativo devem apresentar tensao na ruptura compativel com o da pele, a qual pode sofrer
variagdo de 4 a 30 Mpa. Desta forma, os filmes desenvolvidos apresentaram uma resisténcia
a tragdo proxima a escala sugerida pela literatura, entretanto, se levarmos em consideracao o
desvio padrdo obtido a partir das repeticbes da andlise, podemos concluir que os filmes
apresentam propriedades mecanicas de resisténcia adequada para aplicacao topica. Liu et al.
(2013) e Reis (2019) relatam que a presenca do glicerol atuando como plastificante na
formulacdo provoca um desarranjo da rede polimérica causando um aumento da flexibilidade
dos filmes e diminuicdo da resisténcia a tracdo. Portanto, um ajuste na concentracdo
percentual do plastificante usado na formulacdo pode resultar em uma melhora da resisténcia
a tracdo apresentada pelos filmes.

3.5  Microscopia Optica (MO)

A MO foi realizada com o objetivo de avaliar a estrutura superficial dos FB e FIR19.

As micrografias s@o apresentadas na Figura 18.
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Figura 18- Microscopia Optica dos FB em aumento de 280x (A) e 1.120x (B), e dos FIR19
em aumento de 280x (C) e 1.120x em (D) e cristais da JR19 em aumento de 1.400x (E).

Fonte: dados da pesquisa.

Observando-se as micrografias € possivel observar a presenca de pequenos poros
arredondados e de distribuicdo homogénea por toda a superficie dos filmes. A principal
diferenca entre os FB e FJR19 é evidenciada quando observadas no aumento de 1.120 vezes,
onde é possivel visualizar a presenca de cristais cilindricos dispersos na superficie de todo
filme. Esses cristais observados se assemelham ao crital da JR19 que podem ser observados
na imagem E da figura. A presenca desses cristais nos filmes com o farmaco evidencia a

presenca da JR19 no filme, uma vez que essas estruturas ndo podem ser observadas nos FB.
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3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Por meio da MEV a observacao da estrutura superficial é mais bem observada para
melhorar o entendimento da estrutura dos filmes. A figura 19 apresenta a micrografias dos FB
e FIR109.

Figura 19- MEV dos FB e FJR19. A - FB (escala de 50 um), B - FJR19 (escala de 50 um), C
- FJR19 (escala de 20 pm).

Fonte: dados da pesquisa.

As micrografias ilustram para ambos os filmes uma superficie lisa e porosa. A observacao
da presenca de cristais semelhantes aos caracteristicos da JR19 podem novamente ser notadas nas
imagens B e C dos FJR19, resultado esse que corrobora com os dados obtidos na MO e nos
resultados de Wanderley (2019), em que pode-se observar também a presenca de cristais da JR19
em filmes poliméricos de quitosana. Na imagem C podemos observar nitidamente a presenca do
cristal do farmaco entremeado na porosidade da membrana.

A presenca de poros por toda a superficie das membranas pode esta associada a presenca
do glicerol atuando como plastificante na formulag&o. A literatura relata que a presenga de um
agente plastificante em filmes poliméricos promove um aumento na permeabilidade aos gases nos
filmes, uma vez que, as moléculas de glicerol ligam-se as moléculas do biopolimero aumentando

a mobilidade nas cadeias poliméricas e diminuindo a densidade entre a rede polimérica formada,
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facilitando a passagem de gases através das membranas (MELO, 2015; REIS, 2019). Ferreira
(2019) demonstra em seus estudos que essas caracteristicas podem ser interessantes e exploradas
para controle do perfil de liberacdo dos filmes, portanto, o controle da porosidade por modulagao
da quantidade de plastificante na formulacdo pode ser considerada como objeto de estudo para o

ensaio de liberacdo da JR19 a partir dos filmes de ACT que serdo realizados posteriomente.

3.7 Andlise Térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e

Termogravimetria e sua derivada (TG/DTG)

A avaliacdo do comportamento térmico de cada componente, da mistura fisica entre
eles e das formulagdes é de suma importancia uma vez que as técnicas empregadas permitem
uma analise sobre existéncia ou ndo de interacGes entre o polimero e o farmaco que podem
inviabilizar o desenvolvimento do sistema. Nas figuras 20 e 21 podemos observar as curvas

de DSC e TG/DTG das amostras, respectivamente.
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Figura 200- Curvas de DSC das amostras

85

0.4 - FIR19 FB
A -0.5 4
-0,6 4 A
]
=
-0.8 = -1.0
1.0 "
% -1.5 4
—
-1,2 4 S
©
5]
-1.4 4 ] 22.0 4
o
]
=
-1.6 4 5
254
-1.8 4
1 T T 1 T T T T T T
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
1,0
ACT: JR19 ACT
-0.6 -
1.0 A
2
m -0.8 -
0.5 4 —
‘o
) 1.0 4
0.0 Z
=
<
5 1.2
0.5 3
]
Z
=
1,04 B LA
-1.5 T T T T T -1.6 T T T T T
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
20
JR19
A 154
]
E
=
104
Ten
2 s
5
=
9
3 0
Z
=
28 54 \
-10 T T T T T
50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)

Fonte: dados da pesquisa



86

No DSC, a curva referente a JR19 apresentou trés picos, um endotérmico (Tpico =
198,40 °C e AH = 41,92 J g) representando a temperatura de fusdo do farmaco e dois
exotérmicos (Tpico= 201,64 °C e AH=159,4 J g; 253,11 °C e AH = 59,88 ] g'!). Em relagéo
ao ACT os gréaficos expressam dois picos endotérmicos caracteristicos do polimero, o
primeiro em Tpico = 51,05 °C e AH = 185,04 J gt e 0 segundo em Tpico = 233,00 °C ¢ AH
=6,322 J g%, esses dois eventos representam a dessor¢do de agua da estrutura polimérica e a
temperatura de fusdo, respectivamente. O fendmeno de dessorcdo da agua pode ocorrer em
diferentes temperaturas, essa varia¢do depende do grau de substituicdo do acetato de celulose.
Em relacdo ao baixo valor de entalpia da temperatura de fuséo, a literatura relata que valores
dessa ordem correspondem a materiais com baixa cristalinidade, corroborando com o achado
no DRX (KENDOULI et al.,, 2014; FREITAS, 2017). A mistura fisica (ACT + JR19)
apresentou dois picos endotérmicos, o primeiro em Tpico = 75,05 °C ¢ AH = 18,94 J g1,
correspondente a dessorcdo de agua do polimero, o segundo em Tpico = 195,61 °C e AH =
33,22 J g caracteristico da JR19, assim como o terceiro evento que é exotérmico expresso em
Tpico = 200,67 °C e AH =55,02 J g*. Desta forma, observamos que houve manutencdo dos
picos caracteristicos da temperatura de fusdo da molécula ativa.

O FB apresentou perfil térmico semelhante a amostra do polimero, apresentando
também dois picos endotérmicos, um em Tpico= 59,09 °C e AH =347,2 J g e outro em Tpico =
247,66 °C e AH =25,92 J g** demonstrando maior resisténcia térmica dos filmes em relagéo a
dessorcdo de umidade residual e ao ponto de fusdo. O FJR19 apresentou manutencdo e
aumento da temperatura de dessorcdo da agua pelo ACT (Tpico= 71,34 °C e AH=349,6 J g1).
Em seguida observa-se um segundo evento endotérmico em Tpico = 200,04 °C e AH =86,50 J
gl que esta associado ao ponto de fusdo do farmaco, atestando que ndo houve variacéo
significante de temperatura de fusdo para o farmaco ap0s a incorporagdo. Por fim, um terceiro
evento endotérmico em Tpico = 257,87 °C e AH =47,16 ] g indica um aumento na
temperatura em que o filme se funde. Os resultados apresentados sugerem que ndo houve

interacdo quimica entre os componentes analisados.
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Figura 211- Curvas de TG/DTG das amostras
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A partir da figura 21, observamos que a JR19 apresentou quatro etapas de perda de
massa (30-140,71 °C, Am = 5,97 %; 140,71-253,74 °C, Am = 3,81 %; 253,74-462,4 °C, Am =
33,51 %, e 462,4-748,3 °C, Am = 56,30 %) com massa residual de 0,41%. A amostra de ACT
sofreu duas etapas de perda de massa (30,66-151,66 °C, Am = 9,216 %; 256,59-441,86 °C,
Am = 84,4%), sendo a primeira caracteristica da perda de componentes volateis adsorvidos ao
polimero ou &gua residual. A segunda, onde ha perda de 84,4% do ACT é descrita na
literatura como correspondente a decomposicao térmica das cadeias do polimero corresponde
a perda de grupos acetila presentes na estrutura seguida da cisdo da cadeia polimérica e
carbonizacdo, restando massa residual de 6,384% (SILVA, 2005; SENNA, 2013). Para a
mistura fisica ACT+JR19 notou-se a presenca de quatro etapas de perda de massa (39,17-
110,07 °C, Am = 2,097%; 110,07-228,23 °C, Am =3,545%; 228,23-295,34 °C, Am = 11,76%
e 295,34-424,85 °C, Am = 47,08%), onde observa-se que a perda de massa ocorreu de forma
predominante e semelhante aos eventos caracteristicos do polimero como discutido acima.

Os filmes formados apresentaram perfis termogravimétricos semelhantes antes e apds
a incorporacdo da JR19. O FB apresentou trés etapas de perda de massa (30,66-117,63 °C,
Am = 25,32 %; 117,63-269,82 °C, Am = 51,81 %; 284,95-413,51 °C, Am = 15,62 %),
enquanto o FJR19 apresentou também trés etapas de perda de massa (29,72-114,79 °C, Am =
30,73 %; 114,79-272,66 °C, Am =45,05 %, 272,66-432,41 °C, Am = 16,26 %). Notamos que
na primeira etapa acontece uma perda maior de componentes volateis da estrutura dos filmes
quando comparados ao po polimero isolado, isso se da devido a perda de adgua adsorvida e
uma maior quantidade de componentes volateis na formulagdo, como € o caso da acetona que
é usada no preparo das formulagdes (FERREIRA, 2019). Em seguida, temos um segundo
evento com maior percentual de perda de massa, onde as etapas de cisdo das cadeias
poliméricas ocorrem de forma gradativa com o aumento da temperatura, simultaneamente
ocorre 0 processo de degradacdo do glicerol. Na terceira etapa ocorre a carbonizacdo e
decomposicédo das cadeias do polimero. Esses resultados corroboram com os estudos de Melo
(2015) que mostraram que a presenca de glicerol nas formulagGes acelerou a perda de massa
dos filmes de acetato de celulose por induzir a decomposi¢cdo em temperaturas menores
guando comparadas aos filmes de ACT puro. A tabela 7 expressa os resultados de

decomposicéo térmica e eventos calorimétricos das amostras.
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Tabela 7- Resultados de decomposicao térmica e eventos calorimétricos das amostras.

DSC TG
Faixa de
(o -1 Massa
Amostras  Eventos Tpico(°C) AH (J g*) Etapas temperatura
o (%)
°C)
1 30,00-140,71 5,97
1 198,40 41,92
2 140,71-253,74 3,81
JR19 2 201,64 159,40
3 253,74-462,40 33,51
3 253,11 59,88
4 462,40-748,31 56,3
ACT 1 51,05 185,4 1 30,66-151,66 9,216
2 233,00 6,322 2 256,59-441,86 84,40
1 39,17-110,07 2,097
1 75,05 18,94
2 110,07-228,23 3,545
ACT:JR19 2 195,61 33,22
3 228,23-295,34 11,76
3 200,67 55,02
4 295,34-424,85 47,08
1 30,66-117,63 25,32
1 59,09 347,2
FB 2 117,63-269,82 51,81
2 247,66 25,92
3 284,95-413,51 15,62
1 71,34 349,6 1 29,72-114,79 30,73
FIJR19 2 200,04 86,50 2 114,79-272,66 45,05
3 257,87 47,16 3 272,66-432,41 16,26

Fonte: dados da pesquisa.

3.8  Espectrocopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A FTIR foi usada como técnica complementar para auxiliar na caracterizacdo dos
grupos funcionais e pesquisa de possiveis interacdes quimicas entre a molécula JR19 e os

filmes. A figura 22 expressa as principais bandas observadas nos espectros de FTIR.
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Figura 222- Espectro de FTIR das amostras.
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Fonte: dados da pesquisa.

As tabela 8 e 9 expressam as principais bandas de absor¢do das amostras no FTIR para

o polimero e o farmaco, respectivamente, demonstrando as atribuicdes de cada uma.

Tabela 8- Principais valores de absorbancia associados ao acetato de celulose (ACT).

Posicdo (cm™) Atribuicdes

3480 Etiramento O-H

2940 Estiramento assimétrico CHz
1730 Estiramento de carbonila de éster
1635 Deformacéo da 4gua

1430 Deformacéo assimétrica CH>
1360 Deformacéo assimétrica CHz
1230 Estiramento C-O-O de acetato
1030 Estiramento C-O

890 Estiramento da ligacéo glicosidica
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Podemos observar bandas de baixa intensidade em aproximadamente 3480 cm™
caracteristicas de estiramentos O-H das unidades monoméricas do acetato de celulose, por
este apresentar-se como diacetato (informac&o fornecida pela Sigma-Aldrich®), essa absorgio
também indica a presenca de agua adsorvida nas estruturas, corroborando com a absor¢do de
bandas em aproximadamento 1635 que sdo caracteristicas da deformacdo angular das
moléculas de agua. Em aproximadamente 2940 cm™ o espectro apresenta absorcio
caracteristica de Csps-H e de bandas C=0 em 1730 cm™ representando a carbonila de ester do
acetato de celulose. Notamos também, em 1230 cm™ , bandas intensas associadas ao
estiramento da ligagdo C-O de estér. Em 1430 e 1360 cm™ observamos a deformacio de
ligacdo CH> simétrico e CHs assimétrico, respectivamente, evidenciando a presenca do
polimero acetilado. Por Gltimo, as bandas caracteristicas de material celuldsico nas bandas de
1030 e 890 cm™ atribuidas a ligagdo C-O da cadeia celulosica e ao estiramento da ligagdo
glicosidica entre as unidades de glicose contituintes da celobiose. O perfil do FTIR do acetato
de celulose foi mantido para os FB e FJR19.

Tabela 9- Principais valores de absorbancia associados a JR19

Posicdo (cm™) Atribuictes

3280 Estiramento N-H

2959 Estiramento C-H

2264 Estiramento da nitrila (C=N)
1667 Deformacéo axial C=0 de amida
741 Anel aromatico do grupo indol

Para as amostras com JR19, os espectros apresentaram bandas caracteristicas dos
principais grupos funcionais da molécula isolada, como é o caso da detec¢do da banda do
estiramento da nitrila (C=N), que variou entre 2279 a 2264 cm-1, como exposto nos trabalhos
de Moraes et al. (2018), Pandey, Khan e Saxena. (2017), Ke et al. (2016) e Konnola, Nair e
Joseph (2015). Esta caracteristica manteve-se de forma semelhante na amostra isolada da
JR19, na mistura fisica e, com menor intensidade, no filme com o farmaco, o que sugere a
ligacdo entre o polimero e a molécula, como demonstrado por Wanderley et al., (2019) em
seus resultados de incorporacdo da JR19 em filmes de quitosana.
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Na regido entre 1677 e 1636 cm™ notam-se absorcdes correspondentes a deformagéo
axial de C=0 de amida, a qual apresentou maior intensidade na amostra isolada da JR19,
aparecendo também na mistura fisica e, em menor intensidade, no filme com o farmaco
incorporado. Este evento pode ser justificado pela influéncia do polimero no farmaco através
do processo de formagao do filme (WANDERLEY et al., 2019) .

Na regido de 749 a 741 cm-1 foi possivel verificar uma banda de absorbéancia de
deformacdo angular de quatro hidrogénios adjacentes (anéis aromaticos orto-substituidos), o
que corresponde ao anel aromatico do grupo indol que também podem ser observadas na
mistura fisica e, em menor intensidade nos filmes com a presenca do farmaco. A supressao de
bandas da JR19 no FTIR ¢é indicio de uma possivel formagdo de complexo entre o acetato de
celulose e o farmaco. Segundo Wojnarowska et al,. (2010), a formacdo desses tipos de
complexo entre moléculas maiores envolvendo moléculas menores se da através de ligagoes

ndo covalentes como pontes de hidrogénio e for¢a de Van der Waals.

3.9 Difracéo de raios-X (DRX)

O DRX € a técnica de caracterizagdo mais indicada para se avaliar o grau de
cristalinidade ou amorficidade de uma amostra. Quando os Raios-X interagem com um
material cristalino eles geram um padrdo de difracdo e quanto mais estruturas cristalinas
tridimensionais nos materiais, mais intensos, pontiagudos e estreitos serdo 0s picos no
difratograma, enquanto que a parcela amorfa gera picos denominados “halos” mais largos e
menores dependendo da quantidade presente desta fragdo (THAKRAL et al.,, 2018). Na
Figura 23 observamos os difratogramas das amostras.



93

Figura 233- Difratograma das amostras
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Fonte: dados da pesquisa.

O espectro da JR19 exibiu reflexdes em 8,54°, 12,80°, 14,09°, 16,08°, 18,19°, 22,65°,
23,59°, 24,53°, 25,70°, 28,16° ¢ 30,27° 20, caracterizando a cristalinidade do composto. Para
a mistura fisica do farmaco com o polimero as reflexdes do farmaco sdo novamente expressas
com menor intensidade de reflex&o.

Analisando o difratograma do acetato de celulose, visualizamos que 0 mesmo
apresenta difracdo em aproximadamente 8°, 10°, 13°, 17° e 22° 20, caracteristicos de
materiais acetilados com perfil semicristalino, onde os halos de 8°, 10° e 22° 26 sao

considerados 0s mais importantes, sendo o Gltimo chamado de halo de Van der Walls que esta
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presente em todos os polimeros, pois corresponde ao empacotamento das cadeias poliméricas
devido as forcas de Van der Walls (MEIRELES, 2010). O pico em 8° 26 é atribuido a geracédo
de desordem da celulose quando ela é acetilada, sendo esta desordem causada pela projecédo
dos grupos substituintes ao longo do eixo, estando associada com o aumento na distancia
interfibrilar e também com a quebra das estruturas microfibrilares. De acordo com Shaikh et
al., (2009) e Borges (2019) este padrao de difracdo corresponde a estrutura do acetato de
celulose.

Comparando os difratogramas apresentados, verifica-se que as membranas com e sem
a incorporagdo da JR19 apresentam perfil de difragdo semelhante ao ACT. O que se observa
para FB é uma diminuicdo na intensidade dos picos de difracdo apresentados pelo pé do
polimero isolado, havendo um aumento no halo formado. Essa caracteristica indica uma
amorfizacdo da estrutura que pode ocorrer pelas longas distancias interatdbmicas das ligagdes
glicosidicas que ligam os mon6meros do polimero, impossibilitando um ordenamento
cristalino, gerando uma estrutura aleatoria (FRAGA et al., 2006; SILVA, 2015). Em relagdo
ao difratograma referente aos FJR19, observamos uma diminuicdo da cristalinidade quando
comparado ao acetato de celulose isolado, tal fato sugere que a incorporacdo do ativo
promove um desordenamento na estrutura das membranas, diminuindo assim sua
cristalinidade, porém dois picos sdo evidenciados em 12° e 16° 260. O aparecimento desses
picos pode ter relacdo com presenca de uma nova forma cristalina do farmaco obtida no
decorrer da formacao dos filmes, o que modificou a caracteristica cristalina desse, explicada
pelas novas reflexdes vistas no difratograma do filme, assim como observou Vandelei et al.,
(2019) em seus resultados obtidos no DRX ap6s a incorporacdo da JR19 em filmes de
quitosana. E comum que em misturas de farmaco-polimero ocorram interagdes fisico-
quimicas que resultem na perda, diminuicdo ou mudanca de cristalinidade do farmaco,
podendo, por vezes, apresentar-se como uma vantagem por facilitar o aumento de
solubilidade do ativo (LEUNER; DRESSAM, 2000; SOUSA, 2018).
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4. CONCLUSAO

A metodologia empregada no trabalho possibilitou a formacdo de membranas com
bom aspecto macroscépico e boas caracteristicas sensoriais mecanicas. O método de
quantificacdo da JR19 nas membranas, por sua vez, demonstrou-se especifico, exato, preciso,
robusto e rapido. Sendo esta etapa do trabalho fundamental para ensaios futuros de avaliacéo
do perfil de liberacdo. Os ensaios mecanicos demonstraram que as membranas apresentam
boas caracteristicas para aplicacdo topica em lesdes cutdneas, porém, ainda assim serdo
realizadas analises de molhabilidade de angulo de contato e grau de inturmescismento. As
técnicas de observagdo morfoldgica foram eficazes para facilitar a compreensdo da estrutura
das membranas formadas, possibilitando a observacdo de porosidades na superficie dos
sistemas que podem ser favoraveis no mecanismo de liberacdo do farmaco a partir da matriz
polimérica. Por fim, as técnicas termoanaliticas e espectroscopicas permitiram a avaliacdo de
parametros fisico-quimicos relacionados as interagdes entre os componentes utilizados, o
perfil de critalinidade e amorfismo, além da elucidacdo estrutural de grupos funcionais
importantes. Essas técnicas demonstraram que o sistema apresenta adequacdo para a

finalidade proposta.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Devido a pandemia causada pelo o virus Sars-CoV-2 com a necessidade de
cumprimento de normas sanitarias para barrar a propagacdo da COVID-19, a continuidade da
pesquisa ficou impossibilitada. Ressalto que o projeto ainda ambiciona viabilizar o
desenvolvimento dos filmes a partir do acetato de celulose extraido da celulose da palma
forrageira para incorporacdo da JR19, e com isso, realizar um estudo comparativo entre as
caracteristicas fisico-quimicas, o perfil de liberacdo e ensaio de citotoxicidade in vitro das

membranas.
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