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RESUMO 

 

Comorbidades de pele afetam mais de 600 milhões de pessoas por ano e gera mais de 1 bilhão 

de dólares em custos para os sistemas de saúde no mundo. No Brasil, foram responsáveis por 

mais de 700 mil internações e 550 milhões de reais em custos em 2020. Esses dados refletem a 

ausência de tratamentos com características adequadas como controle da oxigenação e 

temperatura, além da prevenção de infecções, por exemplo. Afim de garantir esses requisitos, 

os biopolímeros são amplamente utilizados em formulações curativas. Dentre esses, destaca-se 

a quitosana (QTS) que apesar da atividade antimicrobiana comprovada, nesses quadros clínicos, 

não são adequadas. Logo, a associação de um fármaco antimicrobiano como a sulfadiazina de 

prata (AgSD) e um anti-inflamatório N-acilidrazônico (JR19) nos filmes de QTS podem resultar 

em um curativo extremamente versátil, visto a capacidade de flexibilidade dos filmes, pela 

adição do álcool polivinílico (PVA), a atividade antimicrobiana da AgSD e anti-inflamatória 

da JR19. Assim, o trabalho tem como objetivo visa desenvolver filmes de QTS+PVA contendo 

AgSD e o derivado N-acilidrazônico JR19 como uma nova proposta para o tratamento de 

ferimentos cutâneos. Os filmes sem (F1), com AgSD 1 mg/JR19 8,6mg (F2) e AgSD/JR19 1 

mg (F3) foram desenvolvidos pela técnica de evaporação de solvente e foram caracterizados 

pelo potencial hemolítico, microscopia ótica (MO), análise microestrutural, taxa de transmissão 

de vapor de água (TTVA), ensaio de fotoestabilidade, resistência dobrável, espectroscopia na 

região do infravermelho (FTIR), além da validação analítica de um método espectrofotométrico 

para quantificação da JR19 nos filmes e dos estudos preliminares de determinação da atividade 

antifúngica frente à Candida albicans. As características macroscópicas relevaram filmes com 

características de dispersão na presença dos fármacos. Os resultados da hemocompatibilidade 

demonstraram que todas as amostras são classificadas como não-hemolíticas (valores médios 

iguais ou menores a 4,78%). A MO indicou que os fármacos estão dispersos homogeneamente 

na matriz polimérica com tamanhos dos cristais de 4,265 ± 3,402 e 6,385 ± 3,299 µm para F2 

e F3, respectivamente. O parâmetro de rugosidade média de superfície não sofreu alterações 

significativa na presença dos fármacos. A TTVA apresentou valores de 1411,07 ± 61,69, 

1349,51 ± 71,04 e 1352,78 ± 123,67 g m-2 dia-1 para os filmes F1, F2 e F3, respectivamente, 

que pode impedir o processo de maceração, o que representa um importante parâmetro no 

tratamento de ferimentos associados a infecções. O ensaio de fotoestabilidade confirmou a 

característica fotossensível da AgSD e a necessidade do uso de embalagens primárias com 

propriedades de barreira contra a luz solar nos filmes. A presença de uma maior quantidade de 

JR19 no filme F2 reduziu a sua resistência dobrável em relação ao F1 e F3. A ausência de 



 

incompatibilidade química entre os componentes foi revelada pelo FTIR. O método 

espectrofotométrico para quantificação da JR19 se mostrou seletivo, linear, preciso, exato e 

robusto. O filme F2 apresentou boa atividade antifúngica com inibição do crescimento de C. 

albicans pela potencialização da atividade da AgSD e da QTS por uma maior quantidade de 

JR19 em relação ao filme F3. Os resultados preliminares demonstraram que foi possível 

desenvolver e caracterizar filmes contendo dois fármacos com atividades antimicrobiana e anti-

inflamatória, contudo, testes futuros do perfil de liberação e ensaios pré-clínicos in vitro e in 

vivo de atividade biológica são necessários para comprovar a eficácia farmacológica. 

 

Palavras-chave: Biomateriais. Biopolímeros. Curativos.Antimicrobianos tópicos. Derivados 

N-acilidrazônicos. 

 



ABSTRACT 

 

Skin comorbidities affect more than 600 million people each year and generate more than $ 1 

billion in costs for healthcare systems worldwide. In Brazil, they were responsible for more 

than 700 thousand hospitalizations and 550 million reais in costs in 2020. These data reflect the 

absence of treatments with adequate characteristics such as oxygenation and temperature 

control, in addition to preventing infections, for example. In order to guarantee these 

requirements, biopolymers are widely used in curative formulations. Among these, chitosan 

(CHI) stands out, which despite the proven antimicrobial activity, in these clinical conditions, 

are not adequate. Therefore, the combination of an antimicrobial drug such as silver 

sulfadiazine (AgSD) and an N-acylhydrazonic anti-inflammatory (JR19) in CHI films can result 

in an extremely versatile dressing, given the flexibility of the films, by adding the polyvinyl 

alcohol (PVA), the antimicrobial activity of AgSD and anti-inflammatory of JR19. Thus, the 

work aimed to develop CHI+PVA films containing AgSD and the N-acylhydrazonic derivative 

JR19 as a new proposal for the treatment of skin wounds. Films without (F1), with AgSD 1 

mg/JR19 8.6 mg (F2) and AgSD/JR19 1 mg (F3) were developed by the solvent evaporation 

technique and were characterized by the hemolytic potential, optical microscopy (OM), analysis 

microstructural, water vapor transmission rate (WVTR), photostability assay, foldable 

resistance, infrared spectroscopy (FTIR), in addition to the analytical validation of a 

spectrophotometric method for quantifying JR19 in films and preliminary studies to determine 

the antifungal activity against Candida albicans. The macroscopic characteristics revealed 

films with dispersion characteristics in the presence of drugs. The hemocompatibility results 

showed that all samples are classified as non-hemolytic (mean values equal to or less than 

4.78%). The OM indicated that the drugs are homogeneously dispersed in the polymeric matrix 

with crystal sizes of 4.265 ± 3.402 and 6.385 ± 3.299 µm for F2 and F3, respectively. The mean 

surface roughness parameter did not change significantly in the presence of drugs. TTVA 

showed values of 1411.07 ± 61.69, 1349.51 ± 71.04 and 1352.78 ± 123.67 g m-2 day-1 for the 

F1, F2 and F3 films, respectively, which can prevent the maceration process, which represents 

an important parameter in the treatment of injuries associated with infections. The 

photostability test confirmed the photosensitive characteristic of AgSD and the need to use 

primary packaging with barrier properties against sunlight in the films. The presence of a 

greater amount of JR19 in film F2 reduced its foldable resistance in relation to F1 and F3. The 

absence of chemical incompatibility between the components was revealed by the FTIR. The 

spectrophotometric method for quantifying JR19 proved to be selective, linear, precise, 



 

accurate and robust. The F2 film showed good antifungal activity with inhibition of the growth 

of C. albicans by potentiating the activity of AgSD and CHI by a greater amount of JR19 

compared to the F3 film. The preliminary results demonstrated that it was possible to develop 

and characterize films containing two drugs with antimicrobial and anti-inflammatory 

activities, however, future tests of the release profile and preclinical in vitro and in vivo tests of 

biological activity are necessary to prove the pharmacological efficacy. 

 

Keywords: Biomaterials. Biopolymers. Dressings. Topical antimicrobials. N-acylhydrazone 

derivatives. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano e a principal barreira contra as ameaças 

externas. Esse órgão fornece uma interface entre o organismo e os estímulos externos, 

protegendo-o de lesões, além de manter a hidratação e o controle térmico corporal 

(KABASHIMA et al., 2019; PARK et al., 2019; ZHAO et al., 2016). Doenças de pele, 

ferimentos e queimaduras afetam mais de 600 milhões de pessoas por ano, de acordo com dados 

da Global Burden of Disease, e gera mais de 1 bilhão de dólares em custos para os sistemas de 

saúde no mundo (MARGOLIS, 2013; MARTINENGO et al., 2019). No Brasil, por sua vez, 

ferimentos são responsáveis por mais de 700 mil internações e aproximadamente 850 milhões 

de reais em custo para o Sistema Único de Saúde (SUS) em 2020, de acordo com dados do 

Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (DATASUS) (DEPARTAMENTO 

DE INFORMÁTICA DO SISTEMA ÚNICO DE SAÚDE, 2020). 

Essas comorbidades promovem alterações da estrutura e funções da pele, as quais 

promovem o início do processo de cicatrização, o qual compreende uma cascata de eventos 

sincronizados de células residentes do tecido afetado e migratórias (EL-ALEEM et al., 2020). 

Para assegurar um efetivo processo de cicatrização é essencial controlar diversas condições no 

local do ferimento, tais como oxigenação e temperatura (SIMÕES et al., 2018). Esses requisitos 

podem ser garantidos com a utilização de curativos que, segundo Merlusca et al. (2018), devem 

criar e manter um ambiente com umidade adequada e prevenir infecções, além de serem 

biocompatíveis e biodegradáveis. 

Para garantir esses requisitos, os biomateriais, especificamente os biopolímeros, são 

amplamente utilizados na regeneração tecidual por suas propriedades de bioatividade, 

biodegradabilidade e similaridade com a matriz extracelular (FELGUEIRAS; AMORIM, 2017; 

HORST; MOIEMEN; GROVER, 2019). Dentre os biopolímeros naturais, a quitosana (QTS), 

um derivado desacetilado da quitina é considerada uma excelente escolha no tratamento de 

feridas devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, fácil adesão ao 

tecido afetado e baixa imunogenicidade (AMALRAJ; JUDE; GOPI, 2020; KAMOUN et al., 

2014). Devido a sua característica policatiônica, a QTS inibe o crescimento de uma grande 

variedade de bactérias e fungos (DRAGOSTIN et al., 2016), aspecto importante no tratamento 

de ferimentos, visto que a contaminação microbiana de feridas de pele é responsável por altas 

taxas de morbidade e mortalidade (SIMÕES et al., 2018). 

No entanto, a QTS, assim como outros polímeros de origem natural, apresenta baixa 

resistência a umidade, rápida degradação e propriedades mecânicas insatisfatórias (ULLAH; 
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CHEN, 2020). Para contornar essa problemática, pode ser utilizado misturas ou blendas de 

polímeros, com associação de um polímero de origem natural com um de origem sintética, por 

exemplo. Dentre essas associações, a blenda de QTS e álcool polivinílico (PVA) é bastante 

utilizada para se obter materiais para aplicações biomédicas (AYCAN; YAYLA; AYDIN, 

2020; LUO et al., 2020a; TOMMALIEH et al., 2020). O PVA é um polímero semicristalino, 

hidrofílico, com repetição de grupos hidroxila na sua estrutura (KOHLI et al., 2019). Suas 

propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, resistência química, absorção de 

umidade e intumescimento são ideais para o desenvolvimento de formulações com finalidades 

curativas (JATOI et al., 2019). 

Apesar da atividade antimicrobiana da QTS, somente esse polímero não consegue 

impedir completamente o crescimento de microrganismos, devido a mecanismos de resistência 

como a presença da enzima quitosanase em algumas espécies de relevância clínica como 

Pseudomonas sp., que possui como substrato específico a quitosana e promove a degradação 

da sua cadeia polimérica, além de sucessivas mutações dos microrganismos (HASSAN et al., 

2018; SHAO et al., 2017; WEIKERT et al., 2017). Logo, a associação de um fármaco 

antimicrobiano com a QTS promove a potencialização dessa atividade, como a sulfadiazina de 

prata (AgSD). Este fármaco da classe das sulfonamidas utilizado na terapêutica de ferimentos 

e queimaduras foi introduzido por Charles L. Fox Jr. em 1973, possui um amplo espectro de 

ação contra diversas bactérias, tais como a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus auerus 

e pode atuar em sinergia com polímeros com finalidades curativas em várias formas 

farmacêuticas (EL-FEKY et al., 2017b; FELCIYA et al., 2021; HEYNEMAN et al., 2016). 

Os derivados N-acilidrazônicos são considerados novas propostas terapêuticas para o 

tratamento de inflamações devido a sua pronunciada ação anti-inflamatória, descrita nos 

estudos de Meira et al. (2018) e Thota et al. (2018). Um dos derivados N-acilidrazônicos 

indólicos, o N’-(1H-indol-3il) metileno)-2-cianoacetohidrazida (JR19), foi estudado por 

Apolinário (2016) e apresentou atoxicidade e atividade anti-inflamatória em modelos in vivo. 

Ademais, com a finalidade de se desenvolver uma nova formulação curativa contendo os 

derivados N-acilidrazônicos, Wanderley et al. (2020) e Wanderley et al. (2019) desenvolveram 

filmes de QTS contendo JR19 e os mesmos apresentaram compatibilidade química entre os 

componentes, com propriedades mecânicas desejáveis e biocompatibilidade. A adição do PVA 

e da AgSD nessa essa formulação pode promover a melhoria das suas características físico-

químicas e mecânicas pela inclusão de um polímero sintético sem comprometimento da 

biocompatibilidade, além de ampliar a utilização dessa formulação curativa com a incorporação 

de um agente antimicrobiano utilizado no tratamento de ferimentos e queimaduras. 
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A partir do exposto, o presente estudo visa desenvolver filmes de QTS+PVA contendo 

AgSD e o derivado N-acilidrazônico JR19 como uma nova proposta para o tratamento de 

ferimentos cutâneos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Pele 

 

A pele é considerada o maior órgão do corpo humano, com aproximadamente 15% da 

massa corpórea e área de superfície de 1,5-2 m2. Possui uma importante função de barreira 

física, química, microbiológica e imunológica contra agressões externas, além de exercer 

atividades no metabolismo, na regulação térmica e hídrica (KWIECIEN et al., 2019; LAI-

CHEONG; MCGRATH, 2017). Para cumprir com todos esses propósitos, a pele requer a 

integração de três características estruturais: uma interface em camadas, apêndices epidérmicos 

e estabilidade mecânica (ABDO; SOPKO; MILNER, 2020). 

As interfaces em camadas da pele, assim como em outros órgãos, possuem uma estrutura 

padrão. Um epitélio celular avascular com regeneração espontânea, uma zona basal em 

membrana e um estroma ou tecido conectivo de suporte vascular que não há regeneração. No 

caso da pele, essas camadas correspondem a uma epiderme de epitélio escamoso estratificado, 

uma membrana basal e uma derme neurovascular fibrosa suportada por uma hipoderme ou 

tecido adiposo subcutâneo, conforme demonstrado na Figura 1 (ABDO; SOPKO; MILNER, 

2020; MIKESH et al., 2013; VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011). 

 

Figura 1 – Camadas interfaciais da pele e seus componentes. 

 

 

Fonte: adaptado de Rahmati et al. (2020). 
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2.1.1 Epiderme 

 

A epiderme é a camada mais externa e é composta principalmente de queratinócitos e 

melanócitos que formam um sistema binário. Além desses, a epiderme contém células 

apresentadoras de antígenos dendríticas conhecidas por células de Langerhans e células de 

Merkel, que possuem em seu interior grânulos secretores, os quais tem composição semelhantes 

a aqueles em outras células neuroendócrinas. Essa camada da pele é nutrida por difusão de 

fluidos intercelulares provenientes da vasculatura da derme (GILABERTE et al., 2016; 

LOSQUADRO, 2017). 

A espessura e a estrutura da epiderme dependem do local do corpo, onde é mais espessa 

nas palmas das mãos e na planta dos pés. Em tais regiões, segundo Junqueira e Carneiro (2017), 

a epiderme é composta por cinco camadas: (1) camada basal, rica em células-tronco da 

epiderme (também chamada de camada germinativa), que são células cuboides, basófilas, 

repousam sobre a membrana basal e separa a epiderme da derme; (2) camada espinhosa, 

formada por células cuboides ou ligeiramente achatadas, de núcleo centralizado, citoplasma 

com expansões contendo feixes de queratina (tonofilamentos), os quais se aproximam e se unem 

com as células vizinhas por meio de desmossomos. Essas duas últimas estruturas tem uma 

importante função na manutenção da coesão dessas células e a resistência ao atrito; (3) camada 

granulosa, composta de células poligonais achatadas, núcleo central e citoplasma carregado de 

grânulos basófilos (grânulos de querato-hialina) contendo proteínas ricas em histidina 

fosforilada e cistina, além de grânulos lamelares contendo discos lamelares formados por 

bicamadas lipídicas. Esses últimos grânulos se fundem com a membrana das células e 

depositam no espaço intersticial o material lipídico, o qual se deposita e contribui para a 

formação de uma barreira contra penetração de substâncias, além de promover a 

impermeabilização da pele; (4) camada lúcida, composta de uma camada fina de células 

achatadas, eosinófilos e translúcidas, as quais núcleos e organelas sofreram digestão pelos 

lisossomos. O citoplasma possui numerosos filamentos de queratina; (5) camada córnea, 

constituída de células mortas, achatadas, sem núcleo e com citoplasma repleto de queratina. 

 

2.1.2 Derme 

 

A derme, por sua vez, reforça a epiderme e é composta de tecido elástico, colágeno e 

outros componentes extracelulares que incluem a vasculatura, terminações nervosas, folículos 

pilosos e glândulas. Essa camada é dividida em duas camadas: (1) a derme papilar, uma camada 
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mais superficial, anexa a epiderme, composta de tecido conjuntivo frouxo e altamente 

vascularizado; e (2) a camada reticular, uma camada mais profunda que forma uma espessa 

camada de tecido conjuntivo denso que constitui a maior parte da derme (BROWN; 

KRISHNAMURTHY, 2020). 

Muitos tipos de células são encontrados na derme, tais como fibroblastos (principal tipo 

dessa camada), macrófagos, adipócitos, mastócitos, células de Schawann e células-tronco 

(BROWN; KRISHNAMURTHY, 2020). A matriz extracelular da derme tem um papel muito 

importante na coesão da pele. Em adultos, a derme tem o colágeno como principal componente 

que corresponde a 70-80% da massa da pele seca, uma rede de fibras elásticas, proteoglicanos, 

glicosaminoglicanos e água. Esse último componente interage com os glicosaminoglicanos, 

como o ácido hialurônico, e gera uma grande pressão osmótica de intumescimento que confere 

a pele dureza e resistência a deformação (HAYDONT; BERNARD; FORTUNEL, 2019). 

 

2.1.3 Hipoderme 

 

A hipoderme ou tecido subcutâneo é um tecido rico em adipócitos logo abaixo da derme, 

além de ser responsável pela ligação e o deslizamento da pele a estruturas anexas, como 

músculos, fáscias e periósteo. O tecido conjuntivo presente nessa camada facilita o movimento 

e promove suporte a densa vascularização e redes nervosas. Essa camada também absorve 

choques e, assim, evita danos a estruturas subjacentes, além de modelar as estruturas externas 

do corpo e regular a temperatura. A grande camada de lipídeos da hipoderme tem funções de 

proteção contra fatores mecânicos, na secreção e alvo de vários hormônios e citocinas. Essa 

composição lipídica da hipoderme, ao contrário das reservas adiposas viscerais, tem uma maior 

eficiência no processo de lipólise e tem maior menor capacidade de secreção de citocinas 

inflamatória e por esse motivo, é um alvo em potencial para doenças metabólicas, como a 

diabetes (AMISTEN et al., 2015; DIEGEL; DANILENKO; WOJCINSKI, 2018; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

 

2.2 Lesões de pele 

 

Quando a integridade da pele é rompida, inicia-se um processo complexo, dinâmico e 

orquestrado de reparação tecidual, conhecido como cicatrização. Esse processo ocorre por meio 

de quatro fases contínuas e sobrepostas (Figura 2): homeostase, resposta inflamatória imediata, 
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proliferação e remodelagem (EL-ALEEM et al., 2020; EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 

2014). 

 

Figura 2 – Estágios do processo de cicatrização e principais componentes celulares. 

 

 

Fonte: adaptado de Wilkinson e Hardman (2020). 

 

A cicatrização se inicia na homeostase (Figura 2, A) e na formação da matriz provisória 

do ferimento, onde, após a injúria tecidual, ocorre ligação de componentes da matriz 

extracelular, vasoconstricção e ativação de plaquetas da circulação, as quais sofrem os 

processos de adesão e agregação. O dano tecidual e agregação plaquetária induzem a ativação 

das cascatas de coagulação extrínseca e intrínseca, respectivamente, que trabalham em conjunto 

para promover a estabilização do coágulo de fibrina e plaquetas. Com isso, ocorre a formação 

de arcabouço para a migração e proliferação das demais células envolvidas na cicatrização, 

além de servir como um reservatório de citocinas e fatores de crescimento (ZHAO et al., 2016). 

A inflamação (Figura 2, B) é um processo essencial, não-específico, mediado pela 

resposta imune inata que envolve a destruição tecidual e limpeza de detritos celulares e de 

patógenos. Sem a presença de um agente pró-inflamatório persistente, essa etapa dura cerca de 

duas semanas quando ocorre redução do infiltrado leucocitário no local do ferimento, além da 
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diminuição dos macrófagos e linfócitos teciduais para níveis fisiológicos (NAGARAJA et al., 

2014). 

Os leucócitos e as plaquetas liberam diversas citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

que promovem a quimiotaxia de leucócitos adicionais para a cascata de cicatrização. Dentre 

essas citocinas, pode-se destacar a interleucina (IL)-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, fator de necrose 

tumoral (TNF)-α, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator transformador de 

crescimento (TGF)-β, fator de crescimento fibroblástico, fator de crescimento endotelial 

vascular e fator estimulador de colônia de granulócitos macrófagos (HEO et al., 2011). A IL-

1α e o TNF-α desempenham papeis importantes nas fases iniciais da inflamação, pois iniciam 

a recrutamento de leucócitos, sua maturação e o aumento da permeabilidade dos vasos 

sanguíneos juntamente com a histamina liberada pelos mastócitos (CHIN et al., 2019). 

A resposta leucocitária inicial é mediada nos primeiros 2-5 dias majoritariamente por 

neutrófilos, os quais possuem três funções principais: (1) gerar radicais livres por meio da via 

das mieloperoxidases para causar a morte de bactérias; (2) promover a debridação do ferimento 

pela secreção de enzimas proteolíticas (ex. metaloproteinases de matriz-2 e -9 que causam a 

degradação de colágeno e seus fragmentos) que causam a destruição de tecidos não viáveis; (3) 

fagocitar as bactérias mortas e a matriz que sofreu debridadação (XUE; JACKSON, 2013). 

Após esse período, os monócitos que migraram para o ferimento sofrem maturação para 

macrófagos e dominam a resposta inflamatória celular, os quais promovem a fagocitose e 

remoção de células do hospedeiro não-funcionais, neutrófilos repletos de bactérias, matriz que 

sofreu danos e bactérias remanescentes. Os macrófagos ativados secretam citocinas, tais como 

o fator de crescimento endotelial vascular e o fator de crescimento fibroblástico, que recrutam 

células endoteliais e fibroblastos para iniciarem a próxima fase da cicatrização 

(DIEGELMANN; EVANS, 2004; ZHAO et al., 2016). No entanto, com a prolongação da fase 

inflamatória e, consequente, alta exposição às citocinas pró-inflamatórias, pode haver 

diferenciação prejudicada e acúmulo de células T efetoras, que são umas das causas de 

inflamações crônicas, conforme descrito por Seraphim et al. (2020). 

Na fase proliferativa (Figura 2, C), a atividade celular prevalece devido ao aumento dos 

níveis de citocinas. O processo de reepitelização inicia com os queratinócitos e as células tronco 

epiteliais proliferando na matriz provisória formada principalmente por fibrina/fibronectina. No 

momento em que o processo inflamatório começa a cessar, as células endoteliais e fibroblastos 

se acumulam no local do ferimento para a síntese do tecido de granulação, onde ocorre 

simultaneamente os processos de angiogênese e fibroplasia, o que fornece oxigenação, nutrição 

e hidratação da matriz para suportar a intensa atividade celular (BELVEDERE et al., 2020; 
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REINKE; SORG, 2012). Em relação aos fibroblastos, esses possuem a importante função de 

sintetizar os componentes da matriz extracelular, como colágeno, fibronectina, 

glicosaminoglicanos, proteoglicanos e ácido hialurônico, os quais mediam migração, 

crescimento e diferenciação celular (BARKER, 2011; ECKES; NISCHT; KRIEG, 2010). 

A contração e remodelagem são as últimas etapas da cicatrização (Figura 2, D). Em 

resposta a tensão mecânica e citocinas como o TGF-β, os fibroblastos aumentam a expressão 

da α-actina de músculo liso, que se transformam em miofibroblastos e promovem contração do 

ferimento por meio dos receptores de integrina que essas células possuem. Esses receptores 

interagem com os componentes da matriz extracelular, como o colágeno e a fibronectina. A 

remodelagem ocorre através do aumento da regulação da expressão de colágeno tipo I e a 

quebra de colágeno tipo III por meio das metaloproteinases de matriz, o que resulta na formação 

da cicatriz, onde as fibras de colágeno, predominantemente o tipo I, são rearranjadas em feixes 

paralelos pequenos (ZHAO et al., 2016). O final da cicatrização é caracterizado pelo processo 

de apoptose das células vasculares e miofibroblastos, o que promove a conversão do tecido de 

granulação rico em células para a cicatriz rica em colágeno com poucas células 

(DESMOULIERE et al., 1995). 

Afim de garantir um efetivo processo de cicatrização, é fundamental o controle de 

diversas condições no local do ferimento, como oxigenação, temperatura, vitaminas e minerais, 

conforme descrito por Simões et al. (2018). Tais condições podem ser alcançadas com o uso de 

curativos ou uma combinação desses, os quais são considerados ideais se garantirem uma boa 

cicatrização por permitir o isolamento térmico, permitir a troca gasosa, facilitar o debridamento, 

adaptar a superfície do ferimento, minimizar a formação de cicatriz, impermeabilizar contra 

bactérias estranhas, não ser tóxico e não aderir ao ferimento (VOWDEN; VOWDEN, 2017). O 

uso de curativos para o tratamento de feridas tem origens pré-históricas e acompanham, de certa 

forma, a história da humanidade. 

 

2.3 Histórico do uso de curativos 

 

O primeiro relato de uso de curativos para o tratamento de ferimentos data de 2500 antes 

de Cristo (a.C.) em tábuas de argila encontradas na Mesopotâmia, as quais relatam os “três 

gestos da cura”: lavar os ferimentos, fazer os emplastros e enfaixar esses ferimentos. Esses 

emplastros eram compostos de uma mistura de substâncias como lama, argila, plantas e ervas 

e eram aplicados nos ferimentos para protege-los e absorver exsudatos. Além desses 
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componentes, óleos também eram utilizados nos emplastros para evitar infecções e prevenir 

que o curativo aderisse ao ferimento (FORREST, 1982; SHAH, 2011). 

Os egípcios antigos acreditavam que um ferimento aberto seria uma possível porta de 

entrada para entidades maliciosas e, por isso, evitavam tal acontecimento cobrindo os 

ferimentos com fezes de macaco (JONES, 2015). Em cerca de 1500 a.C., no Papiro de Ebers, 

os egípcios também faziam uso de lama, esterco de vaca fermentado, cera de abelha, 

excrementos de cabra, cebolas e ervas no tratamento de ferimentos (FORTNER, 2012). Os 

egípcios também foram os primeiros a utilizarem o mel em ferimentos juntamente com os 

indianos (SHAH, 2011). Ademais, os egípcios também introduziram materiais minerais na 

terapêutica dos ferimentos, a partir o uso de um pigmento de cobre verde obtido a partir da 

mistura e crisocola e malaquita com potentes atividades adstringentes e antissépticas. 

Hipócrates, na Grécia antiga (460-370 a.C.), estimulava o uso de água previamente fervida, 

vinagre e vinho para a limpeza de ferimentos seguida da aplicação de mel, óleo e vinho 

(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; FORREST, 1982). Cláudio Galeno (129-200), 

cirurgião dos gladiadores em Pérgamo e membro da corte do imperador romano Marcos 

Aurélio, utilizava gazes como bandagens para ferimentos, as quais foram estabelecidas como 

curativos no século V (DAUNTON et al., 2012). 

Durante a Primeira Guerra Mundial foi desenvolvido o primeiro curativo absorvente a 

partir da combinação de algodão e gaze, chamado de “gamgee” por conta do seu criador, o 

cirurgião inglês Joseph Sampson Gamgee (1828-1886). Também durante esse período, houve 

o desenvolvimento de um curativo não aderente pelo francês Auguste Lumière (1862-1954) 

composto de um tecido telado coberto por parafina e 1,25% de bálsamo do Peru (JONES, 2015). 

A Segunda Guerra Mundial desencadeou o avanço nas formulações curativas com o 

desenvolvimento da primeira formulação curativa alternativa à gaze pelo capitão H. Bloom, 

pertencente ao Corpo Médico do Exército Real da Inglaterra, o qual utilizou embalagens de 

celofane, um derivado da celulose, de equipamentos de transfusão de sangue como curativos 

em prisioneiros de guerra. Ele observou que os ferimentos tratados com esse material 

apresentavam maiores taxas de cicatrização, imediata redução da dor após aplicação e que o 

curativo era permeável a água (DAUNTON et al., 2012). 

Em 1962, George Winter publicou sua teoria sobre a cicatrização de feridas úmidas, a 

qual descreve que células epiteliais migram mais rapidamente no leito do ferimento mais 

rapidamente em um ambiente úmido em comparação a um ambiente seco. Essa teoria levou ao 

desenvolvimento de uma nova geração de curativos a partir da década de 80, os hidrocoloides, 

os quais são formados por polissacarídeos e outros polímeros que em contato com o ferimento, 
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absorvem água e formam um gel (JONES, 2015). Esses hidrocoloides por permitirem a 

alteração do ambiente do ferimento e, dessa forma, promover melhorias no processo de 

cicatrização em relação aos curativos tradicionais/passivos/inertes, compõem os curativos 

interativos ou bioativos. 

 

2.4 Tipos de curativos 

 

Em virtude das características heterogêneas dos ferimentos, as quais dependem de 

vários fatores como etiologia, condição do paciente, localização e presença de infecções, por 

exemplo, há uma dificuldade inerente no desenvolvimento de um único curativo que se adeque 

a todos os tipos de ferimentos (BIANCHERA et al., 2020). Baseado na finalidade curativa 

requerida, os curativos podem ser classificados, de forma geral, em curativos passivos/inertes 

e interativos/bioativos (GUPTA; EDWARDS, 2009). 

Os passivos/inertes são compostos principalmente por gazes, fiapos, emplastros, 

ataduras e algodão e utilizados como curativos primários ou secundários com função de 

proteger o ferimento de contaminações microbianas. No entanto, esse tipo de curativo promove 

grande absorção de exsudatos dos ferimentos e tendem a aderir aos mesmos, tornando-o 

dolorida a sua remoção, além de requerer que esse curativo seja trocado com frequência para 

evitar o processo de maceração no local do ferimento. Por esse motivo, esse tipo de curativo é 

indicado para ferimentos limpos e secos com moderados níveis de exsudato ou para a utilização 

como curativos secundários (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). 

Os curativos interativos/bioativos, por sua vez, surgiram para contornar e/ou minimizar 

as problemáticas dos passivos/inertes para garantir um efetivo processo de cicatrização. Esses 

curativos interativos facilitam o processo de cicatrização por alterar o ambiente e interagir com 

a superfície do ferimento, além de trabalhar ativamente com propriedades dos ferimentos como 

exsudato, tecidos, células e fatores de crescimento. Para garantir todas essas vantagens, esses 

tipos de curativo são desenvolvidos a partir de vários materiais de origem sintética e natural. 

Dentre esses materiais, os biomateriais se destacam, os quais são considerados uma das 

melhores escolhas nas últimas décadas para o tratamento de ferimentos (RAHMATI et al., 

2020). 
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2.5 Biomateriais em curativos 

 

Segundo o Instituto Americano de Saúde, biomateriais podem ser definidos como 

“qualquer substância ou combinação de substâncias, que não sejam fármacos, de origem 

sintética ou natural, que pode ser usado por qualquer período de tempo, que aumenta ou 

substitui parcialmente ou totalmente qualquer tecido, órgão ou função do corpo, a fim de manter 

ou melhorar a qualidade de vida do indivíduo” (BERGMANN; STUMPF, 2013). Os primeiros 

relatos do uso de biomateriais em humanos datam milhares de anos a.C. com o uso de vidros, 

metais e marfim como implantes dentários pelos egípcios (HASIRCI; HASIRCI, 2018). 

Esses biomateriais são um campo de estudo em rápida expansão, principalmente pelo 

seu caráter multidisciplinar e direcionado para a aplicação, permitindo-o beneficiar dos avanços 

das outras áreas das ciências (SANTOS et al., 2020; VRANA, 2020). Esse fato é confirmado 

pelo crescimento da quantidade de publicações indexadas no Web of Science nos últimos 20 

anos, a exemplo dos biomateriais utilizados no tratamento de ferimentos com a utilização dos 

descritores “biomaterials” e “wounds” para a pesquisa das publicações, como demonstrado na 

Figura 3. 
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Figura 3 – Número de publicações de trabalhos científicos na temática dos biomateriais no 

tratamento de ferimentos indexados no Web of Science nos últimos 20 anos (acessado em 04 de 

março de 2021). 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

Conforme as características heterogêneas dos ferimentos, como explicado no tópico 

anterior, esse fato pode representar uma vantagem para os biomateriais no tratamento dos 

ferimentos devido a sua adaptabilidade e possibilidade de combinação a fim de se beneficiar 

das vantagens de cada componente (BIANCHERA et al., 2020). 

Os requisitos de uma formulação curativa dependem do tipo de ferimento e muitos 

desses são características intrínsecas dos biomateriais, como biocompatibilidade, ter 

propriedades físicas comparáveis aos tecidos que vão substituir ou onde serão implantados, ter 

propriedades mecânicas adequadas, ter tempo de vida útil adequado, ter propriedades químicas 

semelhantes às dos tecidos, ser processado e esterilizado sem dificuldade, prevenirem infecções 

e ser econômico e disponível (AHMAD RAUS; WAN NAWAWI; NASARUDDIN, 2020; 

HASIRCI; HASIRCI, 2018). 
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Esses biomateriais para uso em curativos derivam de origens sintéticas e naturais e são, 

na sua maioria, baseados em polímeros e proteínas (ARAMWIT, 2016). O Quadro 1 demonstra 

alguns exemplos de biomateriais de origem sintética e natural utilizados no desenvolvimento 

de curativos. 

 

Quadro 1 – Exemplos de biomateriais de origem sintética e natural utilizados no 

desenvolvimento de formulações curativas. 

Origem Tipo Exemplos 

Sintética Polimérico 

Poliuretanos e derivados 

Teflon 

Silicone 

Ácido poliláctico 

Polietilenoglicol 

Policaprolactona 

Ácido poliglicólico 

Álcool polivinílico 

Natural 

Polimérico 

Celulose e derivados 

Amido 

β-glucanas 

Quitina, quitosana 

Alginato 

Glicosaminoglicanos 

Ácido hialurônico 

Pectinas 

Proteico 

Colágeno 

Gelatina 

Queratina 

Fibrina 

Fibroína 

Sericina 

Albumina sérica bovina 

Fonte: adaptado de Bianchera et al. (2020) e Aramwit (2016). 
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Dentre esses, os biomateriais baseados em polímeros são os mais amplamente utilizados 

em formulações com finalidades curativas (HORST; MOIEMEN; GROVER, 2019). A 

multifuncionalidade desses polímeros, juntamente com suas propriedades de 

biocompatibilidade, degradação, versatilidade de suas estruturas químicas e a capacidade de 

modificação das suas propriedades mecânicas, por exemplo, explicam a grande utilização dessa 

classe de biomateriais (KOHLI et al., 2019; SIKKA; MIDHA, 2019). Entre os biopolímeros, a 

quitosana (QTS) e o álcool polivinílico (PVA), derivados de fontes naturais e sintéticas, 

respectivamente, representam alguns dos biopolímeros mais utilizados. 

 

2.5.1 Quitosana 

 

A QTS é o principal derivado da quitina e é produzido a partir do processo termoquímico 

de desacetilação da quitina em meio alcalino. A estrutura desse polímero é composta por 

monômeros de 2-amino-2-desoxi-β-ᴅ-glicose (ᴅ-glicosamina desacetilada) e N-acetil-ᴅ-

glicosamina ligadas por ligações glicosídicas β-1,4 (NASERI-NOSAR; ZIORA, 2018). As 

estruturas químicas da quitina e da QTS estão demonstradas na Figura 4. 

 

Figura 4 – Estruturas químicas da quitina (A) e da QTS (B). 

 

 

Fonte: adaptado de Krayrova; Lopatin e Varlamov (2020). 

 

Esse biopolímero é caracterizado, principalmente, pela massa molecular e pelo grau de 

desacetilação, esse último deve ser maior que 50% na QTS. Esses dois fatores influenciam 

majoritariamente muitas propriedades físico-químicas e biológicas da QTS, como solubilidade, 

cristalinidade e a resposta celular. Os grupos amina dos monômeros ᴅ-glicosamina podem 

adquirir cargas positivas (em soluções ácidas diluídas), que estão relacionadas com 

propriedades importantes desse polímero. Além disso, juntamente com os grupos carboxilas, 
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fornece flexibilidade e possibilidades de modificação química nesse polímero (AMALRAJ; 

JUDE; GOPI, 2020). 

A QTS também apresenta propriedades adesivas e excelente capacidade de 

permeabilidade de oxigênio, além de efeito hemostático e bloqueador das terminações nervosas 

no local do ferimento, a partir da absorção de prótons e bradicinina liberados no local da lesão, 

o que ocasiona redução da dor (OKAMOTO et al., 2002). Ademais, esse polímero estimula a 

atividade dos macrófagos, acelerando a regeneração tecidual, previne a formação de cicatrizes 

e possui atividade antimicrobiana (SHOUEIR et al., 2020; SOUZA et al., 2020). 

Essa última atividade está relacionada com vários fatores da QTS, como destacado por 

Li e Zhuang (2020), tais como tipo do microrganismo, massa molar, grau de desacetilação, 

concentração, pH, fonte da QTS, temperatura, fase de crescimento celular bacteriana e 

modificações químicas na cadeia polimérica. Um dos mecanismos antimicrobianos propostos 

para QTS está relacionado com a interação das cargas positivas da cadeia polimérica com 

grupos carregados negativamente na superfície das bactérias (ex. ácido teicóico), o que causa a 

ruptura da integridade do microrganismo, com posterior extravasamento do conteúdo 

intracelular e eventual morte do microrganismo (COSTA et al., 2012). Além desse mecanismo, 

a literatura relata a influência da QTS na expressão gênica por ligação com os ácidos nucleicos, 

que também possuem carga parcial negativa (GALVÁN MÁRQUEZ et al., 2013; PARK; 

NAH; PARK, 2011). 

Esses mecanismos explicam a atividade desse biopolímero frente a muitos 

microrganismos, tais como Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus sp., Streptococcus 

pneumoniae, Salmonella sp., Escherichia coli, Proteus vulgaris e Candida albicans com 

valores de concentração inibitória mínima (MIC) entre 5 e 500 µg/mL (GOY; DE BRITTO; 

ASSIS, 2009; SHANMUGAM; KATHIRESAN; NAYAK, 2016). 

No entanto, a QTS, assim como outros polímeros de origem natural, apresenta baixa 

resistência a umidade, rápida degradação e propriedades mecânicas insatisfatórias, fatores esses 

que podem comprometer as suas aplicações biológicas (ULLAH; CHEN, 2020). Para contornar 

essa problemática, pode ser utilizado misturas ou blendas de polímeros, associando um 

polímero de origem natural com um de origem sintética, por exemplo. Dentre essas associações, 

a blenda de QTS+PVA é bastante utilizada para se obter materiais para aplicações biomédicas, 

como hidrogéis (LUO et al., 2020a), nanocompósitos (BOURAKADI et al., 2019; 

KHORASANI et al., 2018; MENAZEA; AHMED, 2020; TOMMALIEH et al., 2020; WANG; 

FAKHRI, 2020), nanofibras (ABEDI et al., 2021; NAEIMI et al., 2020; ZOU et al., 2020), 
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aerogeis (ZHANG et al., 2018) e filmes (AYCAN; YAYLA; AYDIN, 2020), com melhoria das 

propriedades físico-químicas e com diminuição dos custos de produção (AHMAD et al., 2020; 

KIM et al., 2019; MASSARELLI et al., 2021; RAFIQUE et al., 2016). 

 

2.5.2 Álcool polivinílico 

 

O PVA é um polímero semicristalino, hidrofílico, com repetição de grupos hidroxila na 

sua estrutura, formado a partir da polimerização de monômeros de acetato de vinila, para gerar 

o poli acetato de vinila, seguido de uma reação de saponificação, o que causa a hidrólise da 

ligação éster (KOHLI et al., 2019; SIKKA; MIDHA, 2019). 

A solubilidade do PVA em água e a resistência aos solventes orgânicos são umas das 

suas mais importantes propriedades. No entanto, nem todos os tipos de PVA são solúveis em 

água. Essa solubilidade depende de vários fatores, tais como o tamanho das macromoléculas 

(normalmente, PVA de massas moleculares menores são mais solúveis em relação aos que 

possuem maiores massas), os números de grupos hidroxila que permaneceram livres, quantos 

grupos acetato estão ligados na cadeia (acima de 50% de grupos acetato na cadeia o torna 

insolúvel em água), por exemplo (JULINOVÁ; VAŇHAROVÁ; JURČA, 2018). As estruturas 

químicas do PVA parcialmente e totalmente hidrolisado estão demonstradas na Figura 5. 

 

Figura 5 – Estrutura química do PVA parcialmente (A) e totalmente (B) hidrolisado. 

 

 

Fonte: adaptado de Julinová; Vaňharová; Jurča (2018). 
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As propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, resistência química, 

absorção de umidade e intumescimento são ideais para o desenvolvimento de formulações com 

finalidades curativas contendo o PVA (JATOI et al., 2019; MA et al., 2019). Além disso, a 

capacidade plastificante do PVA, como também demonstrado pela glicerina e o sorbitol, 

fornece maior flexibilidade às formulações que contém esse polímero, especialmente os filmes 

(HIREMANI et al., 2020). 

 

2.6 Sulfadiazina de prata 

 

O uso da prata e seus derivados para o tratamento de ferimentos e queimaduras teve 

início nos séculos 17 e 18 com o uso de nitrato de prata em úlceras na pele. Na década de 60, a 

AgSD (Figura 6), produto derivado da combinação de nitrato de prata e sulfadiazina de sódio 

por substituição do átomo de hidrogênio por um de prata na molécula da sulfadiazina, foi 

introduzida na terapêutica de queimaduras por Charles L. Fox Jr. e seu uso, aprovado pela Food 

and Drug Administration (FDA) em 1973, apresentou melhoria na taxa de sobrevivência dos 

pacientes (HEYNEMAN et al., 2016; KLASEN, 2000a; RAGONHA et al., 2005; SHECKTER 

et al., 2014). 

 

Figura 6 – Estrutura química da AgSD. 

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

O amplo sucesso da AgSD é devido ao seu mecanismo de ação. O íon prata (Ag+) possui 

ação a partir de interações com a parede bacteriana, DNA, enzimas e proteínas de membrana, 

além da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) (ECKHARDT et al., 2013). Alguns 

mecanismos de interação do Ag+ com o exterior das bactérias têm relacionado a interação desse 
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elemento com grupos carregados negativamente (ex. lipopolissacarídeos) da membrana 

plasmática dos microrganismos e a formação de “quebras” na parede celular, a partir do 

rompimento das ligações glicosídicas entre os monômeros de N-acetilglucosamina e N-

acetilmurâmico dos peptídeoglicanos e formação de ligações cruzadas entre os aminoácidos D-

alanina e L-lisina. Esses processos afetam a permeabilidade do microrganismo e 

extravasamento do conteúdo intracelular (FAYAZ et al., 2010; MIRZAJANI et al., 2011). 

A interação do Ag+ com as estruturas externas dos microrganismos também permite a 

entrada desse íon no interior da célula e o contato com estruturas como o ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e enzimas. Os Ag+ promove interação com o DNA, 

preferencialmente, na posição N7 da guanina e adenina e aumentam a expressão e 

reorganização espacial de nucleoides similares a histonas, o que ocasiona compactação e 

condensação do DNA (ARAKAWA; NEAULT; TAJMIR-RIAHI, 2001; KHADKA et al., 

2018). Umas das enzimas dos microrganismos mais afetadas pelo Ag+ é a desidrogenase, 

pertencente à cadeia respiratória. A sua inibição causa formação de ROS que atacam outras 

estruturas intracelulares (PRABHU; POULOSE, 2012). O Ag+ também pode atuar impedindo 

a ligação de cofatores enzimáticos (ex. cobre, ferro) causando inibição da atividade enzimática 

pela formação de complexos com aminoácidos, em especial a cistina, por conter grupos tiois na 

sua estrutura. Esse grupo contém enxofre, uma base fraca, que tem uma grande afinidade pelo 

Ag+, um ácido fraco (CHEN; SCHLUESENER, 2008). 

A sulfadiazina, apesar de ser um agente antibacteriano derivado das sulfonamidas, não 

atua de fato como tal na AgSD, mas apresenta um efeito sinérgico específico em combinação 

com níveis subinibitórios de prata (ATIYEH et al., 2007; FOX; MODAK, 1974; HEYNEMAN 

et al., 2016; KLASEN, 2000b). 

A literatura relata atividade da AgSD frente a vários microrganismos como 

Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Proteus 

mirabilis, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida 

albicans, além de cepas multirresistentes como a S. aureus resistente a meticilina (MRSA), com 

valores de concentração inibitória mínima (MIC) entre 16 e 64 µg/mL pelo método de diluição 

seriada em tubos com posterior contagem de colônias em placas (WHITE; COOPER, 2005). 

A associação da AgSD com polímeros com finalidades curativas tem sido bem estudada, 

como a associação com o alginato (XING et al., 2019), colágeno (GIL et al., 2019), gelatina 

(FELCIYA et al., 2021), ácido polilático (AHMADIAN; GHORBANI; MAHMOODZADEH, 

2020), policaprolactona (MOHSENI et al., 2019; SALMORIA; PAGGI; KANIS, 2016), 

celulose de origem bacteriana (FAISUL ARIS et al., 2019; SHAO et al., 2015, 2016), 
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ciclodextrinas (AMIRI; NALBANDI, 2018), poliuretano ureia (OPREA; OPREA, 2017), 

amido (ZEPON et al., 2013), acetato de celulose (KHAN et al., 2019), poliacrilonitrila (ULLAH 

et al., 2019), álcool polivinílico (ALIPOUR et al., 2019; GAO et al., 2018) e quitosana (EL-

FEKY et al., 2017b; RASOOL; ATA; ISLAM, 2019; SHAO et al., 2017). 

 

2.7 JR19 

 

A descoberta de novas propostas terapêuticas é um processo complexo, dispendioso e 

com a integração de várias áreas da ciência e tecnologia. Essa integração permitiu a melhor 

compreensão do processo de reconhecimento molecular e das propriedades farmacocinéticas 

de moléculas candidatas à fármaco, o que possibilitou o desenvolvimento de ferramentas da 

química medicinal para a descoberta de tais moléculas (AMARAL et al., 2017). 

Dentre essas, os derivados N-acilidrazônicos representam diversas moléculas e 

candidatos a fármacos desenvolvidos (ex. dantroleno) desde a década de 70, (MAIA; TESCH; 

FRAGA, 2014). O núcleo desses derivados, o N-acilidrazona, tem sido um dos grupos 

funcionais mais presentes na química medicinal e foi identificado vários compostos hit e lead 

que agem em vários alvos moleculares com diversas atividades (THOTA et al., 2018), como 

antiparasitários (COIMBRA et al., 2019; DUARTE; MOURA; SILVA, 2018), antivirais 

(MARRA et al., 2020; YONEDA et al., 2014), antibacterianos (AARJANE et al., 2020; 

ZHANG et al., 2020), antifúngicos (DASCALU et al., 2020; ROZADA et al., 2020), 

antitumorais (CURY et al., 2019; LI et al., 2020), analgésico (HERNÁNDEZ et al., 2012; 

SILVA et al., 2010) e anti-inflamatórios (CERQUEIRA et al., 2019; CORDEIRO et al., 2020). 

A versatilidade dos derivados N-acilidrazônicos está relacionada com a facilidade de 

síntese, a qual é realizada a partir da condensação entre aldeídos ou cetonas com hidrazidas, 

como apresentado na Figura 7. 
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Figura 7 – Rota de síntese comum para a obtenção de N-acilidrazonas. 

 

 

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

 

Nesse contexto, Moraes et al. (2018) em seu trabalho sintetizaram dez novos derivados 

N-acilidrazônicos com atividade anti-inflamatória a partir de uma reação de condensação entre 

quantidades equimolares de (1) cianoacetrohidrazida e diferentes grupamentos (2) 

carboxialdeídos 3-indol sob catálise ácida, conforme demostrado na Figura 8. 

 

Figura 8 – Síntese de derivados N-acilidrazônicos indólicos. 

 

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

 

Dentre esses derivados, o 2-ciano-N′-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida 

(3a) e 2-ciano-N′-((1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida (3b) apresentaram as melhores 

atividades anti-inflamatórias a partir dos ensaios de inibição da proliferação de linfócitos, 

indução da produção de citocinas, inibição da cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 

(COX-2), ensaio in vivo de edema de pata induzida por carragenina, nas doses de 30 e 60 mg/kg 
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e estudos in silico, como o docking molecular, além de apresentar perfis farmacocinéticos 

teóricos adequados (ex. log P = 0,25 e área de superfície polar = 81,04 Å) (MORAES et al., 

2018). 

O mesmo derivado 3b foi utilizado por Apolinário (2016) em seu estudo, denominado 

de JR19 (Figura 9), para avaliação, e posterior confirmação, das suas propriedades anti-

inflamatórias pelos métodos in vivo de peritonite e edema de pata induzidas por carragenina, 

além do bolsão de ar subcutâneo na dose de 10 mg/kg. A atividade nociceptiva da JR19 também 

foi avaliada pelos métodos de nocicepção induzida por formalina e dor orofacial, no entanto 

não apresentou efeitos analgésicos centrais com retenção da ação anti-inflamatória. A ausência 

de toxicidade aguda da JR19 foi também evidenciada (100 mg/kg). Assim como, não foi 

possível determinar a atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusão em concentrações 

entre 1000 e 0,5 µg/mL. 

 

Figura 9 – Estrutura química da JR19. 

 

 

Fonte: Wanderley et al. (2019). 

 

A partir disso, com a finalidade de se desenvolver uma nova formulação curativa 

contendo os derivados N-acilidrazônicos, Wanderley et al. (2020) e Wanderley et al. (2019) 

desenvolveram filmes de QTS contendo JR19 e realizaram a caracterização físico-química dos 

filmes, além da avaliação de propriedades mecânicas e biocompatibilidade. Os resultados 

demonstraram incorporação da JR19 nos filmes de QTS apesar da antecipação do ponto de 

fusão desse derivado N-acilidrazônico demonstrado pela calorimetria exploratória diferencial 

(DSC), similaridades dos perfis de perda de massa com a QTS na termogravimetria (TG) e 

aumento da intensidade de um dos picos da JR19 na difração de raios-X (DRX). A 

incompatibilidade química foi descartada pela espectroscopia na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) devido a presença dos grupos funcionais característicos da 

JR19 (WANDERLEY et al., 2019). Além disso, os filmes de QTS que continham a JR19 

apresentaram maior flexibilidade, capacidade de absorção de água, e rugosidade de superfície, 
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com menor ângulo de contato quando comparados aos filmes de QTS. Ademais, ambos os 

filmes mostraram ausência de citotoxicidade em fibroblastos nos ensaios de difusão em ágar e 

do brometo de 3-(4,5-dimetil)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) (WANDERLEY et al., 2020). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e caracterizar filmes de quitosana e álcool polivinílico com a incorporação 

de sulfadiazina de prata e 2-ciano-N′-((1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida (JR19). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

O trabalho teve os seguintes objetivos específicos: 

 

a) desenvolver filmes de QTS+PVA contendo AgSD e JR19 pelo método de evaporação 

de solvente; 

b) determinar o potencial hemolítico dos filmes desenvolvidos; 

c) analisar microscopicamente os filmes desenvolvidos por meio da microscopia óptica e 

determinar o parâmetro de rugosidade média de superfície pela análise microestrutural; 

d) determinar o parâmetro de taxa de transmissão de vapor de água dos filmes; 

e) determinar a influência da matriz polimérica na fotoestabilidade dos fármacos 

incorporados; 

f) analisar as características mecânicas dos filmes a partir da resistência dobrável; 

g) caracterizar físico-quimicamente os filmes desenvolvidos a partir das técnicas da técnica 

de espectroscopia na região do infravermelho; 

h) desenvolver e validar uma metodologia analítica para quantificação da JR19 nos filmes; 

i) avaliar a atividade antifúngica dos filmes pelo método de microdiluição em caldo e 

determinar a concentração fungicida mínima. 
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4. METODOLOGIA 

 

O trabalho utilizou os materiais e métodos descritos a seguir. 

 

4.1 Materiais 

 

O trabalho utilizou os seguintes materiais: 

 

a) quitosana de baixo peso molecular e médio grau de desacetilação (75-85%) 

(REATEC®); 

b) álcool polivinílico (VETEC®) com grau de hidrólise entre 86,5-89,5%; 

c) ácido acético glacial P.A. (Dinâmica®); 

d) sulfadiazina de prata (J.P.N. Pharma PVT Ltd, Lote SSD/12/11); 

e) composto N’-(1H-indol-3il) metileno)-2-cianoacetohidrazida (JR19), sintetizado pelo 

Laboratório de Desenvolvimento e Síntese de Fármacos (LDSF) da Universidade 

Estadual da Paraíba (UEPB); 

f) caldo ágar Sabouraud (Kasvi®); 

g) tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4 (Dubelco®); 

h) dimetilsulfóxido P.A. (Dinâmica®) 

i) ágar Sabouraud (Kasvi®); 

j) resazurina sódica (Sigma Aldrich®); 

k) álcool etílico absoluto P.A. (Dinâmica®); 

l) metanol grau HPLC (Merck®). 

 

4.2 Métodos 

 

O desenvolvimento dos filmes de QTS+PVA e de QTS+PVA contendo AgSD e JR19 

foi realizado de acordo com o método de secagem de solvente, conforme descrito por 

Wanderley et al. (2019). 

 

4.2.1 Desenvolvimento dos filmes 

 

Os filmes foram desenvolvidos a partir da dissolução da QTS em solução de ácido 

acético 1% (v/v) com obtenção de uma concentração final de 1% (m/v), e do PVA em água 
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aquecida com obtenção de uma concentração final também de 1% (m/v). A partir dessas duas 

soluções poliméricas, produziu-se um filme de QTS+PVA na proporção de 1:1, nomeado F1, 

conforme descrito na Tabela 1. Para incorporação da AgSD e JR19 nas soluções poliméricas 

foi adicionado 1 mg da AgSD+8,6 mg da JR19 em 10 mL de QTS:PVA (1:1) sob agitação 

magnética por um período de 24 horas. Os filmes formados a partir dessa solução foram 

denominados de F2 (Tabela 1). Com o objetivo de otimizar a quantidade de JR19 nos filmes, 

utilizou-se 1 mg da AgSD+1 mg de JR19 em 10 mL da mesma solução de QTS:PVA (1:1) sob 

as mesmas condições descritas para F2. 

 

Tabela 1 – Amostras utilizadas no estudo. 

Amostra 
Proporção 

QTS:PVA (m/m) 
AgSD (mg) JR19 (mg) 

F1 1:1 - - 

F2 1:1 1 8,6 

F3 1:1 1 1 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

As soluções resultantes foram vertidas em placas de Petri de plástico com 5,5 cm de 

diâmetro, num volume de 10 mL, e foram inseridas em uma estufa de circulação de ar, na 

temperatura de 50 ºC por um período de 24 horas para promover a secagem das soluções e a 

formação dos filmes. Esses foram desenvolvidos no Laboratório de Desenvolvimento e 

Caracterização de Produtos Farmacêuticos (LDCPF) da UEPB. 

 

4.2.2 Avaliação do potencial hemolítico 

 

O ensaio de potencial hemolítico foi realizado de acordo com adaptações da 

metodologia preconizada pela ASTM, na norma ASTM F756 (AMERICAN SOCIETY FOR 

TESTING MATERIALS, 2017). 

Os filmes foram cortados em peças de 1 cm2 e incubados em 7 mL de solução salina 

0,9% por 24 horas. Posteriormente, a solução salina foi retirada e adicionado 50 µL do 

concentrado de hemácias e permaneceu em contato com os filmes por 15 min. Após esse 

período, 10 mL de salina foi adicionada e incubada por 3 horas. Após esse período de incubação, 

o fluido foi transferido para um tubo de ensaio e centrifugado a 1000 rpm por 15 min. A 

hemoglobina liberada pela hemólise foi medida para absorbância do sobrenadante com o auxílio 
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do espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu®, modelo UV-1900, no comprimento de onda de 545 

nm. Água destilada e solução salina foram utilizados como controles positivo e negativo, 

respectivamente. Os experimentos foram realizados em triplicata e expressos em média ± 

desvio padrão. A porcentagem de hemólise foi calculada pela Equação 1: 

 

%𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 =
(𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡.  𝑛𝑒𝑔.)

(𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡.  𝑝𝑜𝑠.−𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡.𝑛𝑒𝑔.)
 × 100   (1) 

 

Onde: 

 

Absamostra: Absorbância da amostra; 

Abscont. neg.: Absorbância do controle negativo; 

Abscont. pos.: Absorbância do controle positivo. 

 

A norma da International Organization for Standardization (ISO) 10993-5 

(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009) especifica três 

classificações para os materiais baseados na sua taxa de hemólise: são considerados (1) 

hemolíticos os materiais acima de 5%, (2) levemente hemolíticos entre 2-5% e (3) não-

hemolíticos abaixo de 2%. Esse ensaio foi realizado no LDCPF da UEPB. 

 

4.2.3 Caracterização físico-química dos filmes 

 

Para a caracterização dos filmes foram utilizados os ensaios a seguir descritos. 

 

4.2.3.1 Microscopia óptica 

 

Para realização da análise foi utilizado o microscópio óptico digital Hirox® KH 7700 

acoplado a uma estação de análises de imagens, com utilização dos aumentos de 140× e 1400×. 

Foi utilizado o software ImageJ para as medidas de microestruturas dos materiais. A 

microscopia foi realizada no Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do 

Nordeste (CERTBIO) da UEPB. 
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4.2.3.2 Análise microestrutural 

 

A análise microestrutural foi realizada com as imagens obtidas pela microscopia ótica. 

Com essas imagens, foi possível calcular o parâmetro de rugosidade média de superfície (Ra) 

pelo software Gwyddion. 

 

4.2.3.3 Taxa de transmissão de vapor de água 

 

O ensaio para determinação da taxa de transmissão de vapor de água (TTVA) foi 

realizado de acordo com a norma E96 da American Society for Testing and Materials – ASTM 

(AMERICAN SOCIETY FOR TESTING MATERIALS, 1995) e executado no LDCPF da 

UEPB. 

Os filmes foram postos na abertura de fracos de vidro de 1,3 cm de diâmetro. Esses 

frascos foram preenchidos com água destilada até a altura de 0,5 cm abaixo da abertura e 

fechados com filmes de cloreto de polivinila (PVC), como mostrado na Figura 10. 

 

Figura 10 – Frascos contendo água destilada no seu interior e os filmes na abertura. 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

A massa de cada frasco foi aferida e depois foram mantidos em dissecador com 

humidade relativa de 75% a 25 °C por um período de 24 horas (1 dia). Após esse período, a 

massa de cada frasco foi aferida novamente e a taxa de transmissão de vapor de água foi 

calculada pela Equação 2: 

 

𝑇𝑇𝑉𝐴 =
𝑚1−𝑚2

𝐴×𝑡
      (2) 
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Onde: 

 

m1: Massa inicial; 

m2: Massa após o período de 1 dia; 

A: Área da abertura do frasco de vidro; 

t: Período de tempo do ensaio (1 dia). 

 

4.2.3.4 Ensaio de fotoestabilidade 

 

O ensaio foi realizado de acordo com a norma Q1B da The International Council for 

Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) 

(BAERTSCHI et al., 2015; THE INTERNATIONAL COUNCIL FOR HARMONISATION 

OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 

1998) com adaptações. As amostras de AgSD, JR19 e os filmes F2 e F3 foram expostas a uma 

lâmpada D65 (6500 K) inserida em uma estufa, a qual irradiou 6278 lx de energia luminosa. As 

características macroscópicas das amostras foram avaliadas por um período de 191 h (≈ 8 dias), 

pois a norma ICH Q1B recomenda 1.200.000 lx de energia total irradiada. O ensaio foi realizado 

no LDCPF da UEPB. 

 

4.2.3.5 Ensaio de resistência ao dobramento 

 

A resistência ao dobramento foi realizada manualmente dobrando repetidamente o filme 

no mesmo ponto até este se romper ou ser dobrado até 300 vezes, conforme descrito por Devi 

e Dutta (2017) e Wanderley et al. (2020). A quantidade de dobramentos sem qualquer ruptura 

forneceu o valor exato de sua resistência. A análise foi realizada no LDCPF da UEPB e em 

triplicata. 

 

4.2.3.6 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

 

O ensaio foi realizado com a utilização do espectrômetro IRTracer-100 FTIR 

(Shimadzu®) com varredura de 4000 a 600 cm-1. As amostras sólidas (componentes e suas 

misturas físicas na proporção 1:1) foram analisadas com o auxílio de pastilhas de KBr e os 

filmes pelo acessório de reflexão total atenuada (ATR). As análises foram realizadas no 
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Laboratório de Síntese e Caracterização de Filmes Finos (LabFilm) do Centro de Energias 

Alternativas e Renováveis (CEAR) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.2.4 Validação de metodologia analítica para quantificação da JR19 

 

Foi desenvolvido e validado a metodologia para quantificação da JR19 nos filmes por 

espectroscopia na região do UV-Vis, de acordo com os parâmetros de seletividade, linearidade, 

precisão, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez descritos na resolução 

da diretoria colegiada (RDC) nº 166/2017 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2017). Os 

experimentos foram realizados no espectrômetro UV-Vis Shimadzu®, modelo UV-1900 

localizado no LDCPF da UEPB. 

Inicialmente foi preparada uma solução etanol:água (80:20 v/v) para a elaboração de 

uma solução mãe (SM) de JR19 na concentração de 100 µg/mL. Com o intuito de determinar o 

comprimento de onda (λ) de absorção máxima da JR19, realizou-se uma varredura 

espectrofotométrica na faixa de 200-500 nm de uma solução de JR19 10 µg/mL obtida a partir 

da SM. 

A seletividade do método foi determinada a partir da comparação dos espectros da JR19 

e dos filmes com e sem o fármaco obtidos pela leitura de diluições desses três em etanol:água 

(80:20 v/v) com concentração de 10 µg/mL com o objetivo de observar a banda de absorbância 

característica da JR19. 

A linearidade foi alcançada com a elaboração de três curvas analíticas para obtenção de 

uma curva analítica média. Preparou-se três SM e, a partir de cada uma, seguiu-se diluições 

seriadas em etanol:água (80:20 v/v) com a obtenção de 6 concentrações (4, 6, 8, 10, 12, 14 

µg/mL). Os resultados foram tratados estatisticamente, com equação da reta obtida através de 

regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e avaliada por análise de variância simples 

(ANOVA) e posterior análise dos resíduos. Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) 

foram calculados a partir da relação sinal/ruído com utilização do desvio padrão de dez leituras 

do branco. 

Para o parâmetro de precisão, realizou-se a leitura em sextuplicata da solução de JR19 

na concentração de 8 µg/mL, correspondente ao ponto médio da linearidade, e analisada pela 

repetibilidade e precisão intermediária por analistas distintos e em dias diferentes representados 

como coeficiente de variação (CV), com nível de significância inferior a 5%. A exatidão foi 

avaliada por meio da leitura de três níveis de concentrações: baixo (4 µg/mL), médio (8 µg/mL) 
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e alto (14 µg/mL), com triplicata de cada nível, expressa pela concentração média experimental 

e a concentração teórica, conforme Equação 3. 

 

𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜  𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
× 100  (3) 

 

A robustez foi avaliada através da leitura em triplicata da concentração do ponto médio 

(8 µg/mL) com variação da composição do solvente (metanol:água (80:20 v/v)) e o pH da 

solução a partir do acréscimo de uma solução de ácido clorídrico 0,1 M na solução de 

etanol:água (80:20 v/v) com modificação do pH 5,80 para 5,00. 

 

4.2.5 Avaliação da atividade antifúngica 

 

4.2.5.1 Padronização do inóculo fúngico 

 

As suspensões das cepas de C. albicans foram preparadas a partir de uma cultura de 24 

h, em caldo ágar Sabouraud (CAS), com a adição de tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4 e 

estéril, até atingir turvação igual à suspensão do tubo 0,5 na escala de McFarland 

(aproximadamente entre 1 a 5 × 106 unidades formadoras de colônias (CFU)/mL). Em seguida 

foi realizada a leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 530 nm para confirmação 

da concentração. Posteriormente, a suspensão fúngica foi diluída 1:100 em PBS para utilização 

nos ensaios. 

 

4.2.5.2 Determinação da concentração fungicida mínima 

 

A concentração fungicida mínima (CFM) foi determinada pela técnica de microdiluição 

em placas de 96 poços conforme as metodologias descritas na norma M27-A2 do The Clinical 

& Laboratory Standards Institute (CLSI) (THE CLINICAL & LABORATORY STANDARDS 

INSTITUTE, 2017) com adaptações. 

Os poços da placa foram preenchidos com 80 µL de CAS. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL dos tratamentos (F1, F2, F3, dimetilsulfóxido (DMSO) 20%, AgSD 40 

µg/mL, JR19 40 µg/mL e AgSD+JR19 40 µg/mL), com diluição seriada dos tratamentos AgSD, 

JR19 e AgSD+JR19. Adicionalmente foram adicionados 20 µL da suspensão fúngica 1:100 nos 

poços dos tratamentos. Como controles positivo e negativo foram utilizados fluconazol 100 
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µg/mL e CAS, respectivamente. Para avaliar a esterilidade dos meios, foram utilizados os 

controles estéreis PBS e CAS. O esquema da distribuição dos tratamentos na placa de 96 poços 

está demonstrado na Figura 13. A placa foi incubada em estufa a 32 °C por 24 h. 

Figura 13 – Esquema da disposição dos tratamentos e controles na placa de 96 poços. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Após esse período, o crescimento fúngico foi revelado com a adição de 30 µL de 

resazurina 0,01% em cada poço dos tratamentos e incubado com por 30 min. No decorrer desse 

tempo, a presença da cor púrpura representou ausência de crescimento e da cor rosa, presença 

de crescimento fúngico. A avaliação com a resazurina se baseia na reação de redução desse 

corante (cor púrpura) para resofurina (cor rósea) por células viáveis (LYU; BLAUCH; TANG, 

2018; MCGAW; ELGORASHI; ELOFF, 2014). 

Após a incubação das placas, a mistura dos poços dos tratamentos em que não houveram 

crescimento foram replicadas em placas de ágar Sabouraud (AS) e foram incubadas a 32 °C por 

48 h e avaliado o crescimento. Esse ensaio foi realizado no Laboratório de Desenvolvimento e 

Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da UEPB. 
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4.2.6 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão e para verificar a diferença 

estatística nas comparações dos dados foi utilizada a ANOVA com teste de comparação de 

médias de Tukey. As diferenças foram significativas se o valor de p < 0,05. As análises foram 

realizadas com o auxílio do Statistica versão 10 (StatSoft, Ulsa, EUA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Desenvolvimento dos filmes 

 

Os filmes desenvolvidos (Figura 11) apresentaram uniformidade com aparência 

macroscópica variável de acordo com composição. O filme F1 (Figura 11, A) apresentou-se 

transparente e uniforme, característico dos filmes compostos por QTS+PVA, conforme também 

apresentado por Yu et al. (2018), Yun et al. (2017) e Hajji et al. (2016). O filme F2 (Figura 11, 

B) apresentou uma característica opaca e coloração amarelada pela presença da AgSD e, 

principalmente, da JR19, na quantidade de 8,6 mg, com característica visual de dispersão desses 

fármacos. Esse achado é semelhante ao encontrado por Wanderley et al. (2020) que 

desenvolveu filmes de QTS contendo JR19 na mesma quantidade utilizada na amostra F2. 

 

Figura 11 – Imagens dos filmes F1 (A), F2 (B) e F3 (C). 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

O filme F3 (Figura 11, C), por sua vez, que continha 1 mg de AgSD e 1 mg de JR19, 

apresentou características semelhantes com o filme F1, com melhor homogeneidade de 

distribuição aparente dos dois fármacos no filme devido a menor quantidade de JR19. No 

entanto, a característica de dispersão foi mantida nesse filme. Essa dispersão nos filmes F2 e 

F3 possivelmente está relacionada com a dificuldade de solubilização desses dois agentes 

terapêuticos na solução polimérica de QTS:PVA (1:1 v/v) durante a preparação das soluções 

para posterior secagem. 

A concentração de AgSD utilizada nesses filmes foi baseada nas formulações 

disponíveis no mercado contendo esse agente antimicrobiano, as quais também utilizam a 

AgSD na concentração de 1% (m/m). Além disso, esse agente possui uma baixa solubilidade 
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aquosa, o que impede uma maior incorporação em sistemas poliméricos com caráter hidrofílico. 

Outro fator que foi levado em consideração para a determinação da concentração da AgSD foi 

o seu potencial efeito de comprometimento do processo de reepitelização em concentrações 

acima de 1%, conforme relatado por Lee (2002) em seu estudo, o qual relatou citotoxicidade 

em linhagem de queratinócitos imortalizados (HaCat) e, consequentemente, comprometimento 

da reepitelização em um modelo de queimaduras de segundo grau in vivo em ratos sem pelos 

com a utilização de AgSD 2% (LEE et al., 2005). Esse comprometimento causado pela AgSD 

também foi relatado por Rosen et al. (2015) em modelo de queimaduras in vivo com a utilização 

de ratos, o qual descreveu uma possível desregulação na expressão de citocinas, o que causa o 

comprometimento na deposição de colágeno e do processo de reepitelização. 

A concentração de JR19, por sua vez, para o filme F2 foi baseada em outros estudos do 

grupo de pesquisa (WANDERLEY, 2019; WANDERLEY et al., 2019, 2020), e para o filme 

F3, em formulações tópicas contendo agentes anti-inflamatórios, a exemplo dos sais de 

diclofenaco (diclofenaco sódico e dietilamônico). 

 

5.2 Potencial hemolítico dos filmes 

 

Uma das principais propriedades a ser avaliada durante o desenvolvimento de 

formulações curativas é a biocompatibilidade, principalmente a hemocompatibilidade. 

Dependendo da composição desses curativos e concentração desses componentes, podem 

causar efeitos adversos, devido o tecido sanguíneo ser um dos primeiros em que os curativos 

entram em contato durante sua aplicação (RARIMA; ASALETHA; UNNIKRISHNAN, 2018). 

A resposta típica do hospedeiro desencadeada pelos curativos sintéticos está relacionada com a 

formação de trombos, inflamação e reação à corpos estranhos. Essa última resposta pode levar 

as hemácias a um estresse osmótico excessivo desencadeado pela incompatibilidade da 

superfície do material (BALAJI et al., 2015, 2016; YUAN et al., 2013). 

As taxas de hemólise dos filmes estão mostradas na Figura 12. A amostra F1 apresentou 

taxa média de hemólise de 0,26% e é classificado como não-hemolítico segundo a norma 10993 

da ISO (<2%), o que evidencia a sua hemocompatibilidade e a possibilidade do seu uso como 

formulações curativas. Esse resultado é semelhante ao encontrado nos filmes de CHI+PVA 

desenvolvidos por He e Xiong (2012) em seu estudo, onde os filmes também foram 

classificados como não-hemolíticos. Os filmes F2 e F3 apresentaram taxas de hemólise de 4,78 

± 2,51 e 4,53 ± 2,09 %, respectivamente, apresentando diferença significativa (p < 0,05) em 

relação ao F1. O aumento da taxa de hemólise desses filmes pode estar relacionado com a 
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penetração dos cristais de AgSD e JR19 dispersos nos filmes na membrana das hemácias, 

conforme relatado por Singh; Singh e Bala (2020). Esse mecanismo está também associado 

com o aumento das interações eletrostáticas entre as hemácias e os fármacos dispersos na 

matriz, o que provavelmente promoveu o aumento da taxa de hemólise (ZHANG et al., 2012). 

Apesar desse aumento, ambos os filmes apresentam taxa de hemólise média menor que 5%, o 

que os caracteriza como adequados para utilização como curativos (INTERNATIONAL 

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009). 

 

Figura 12 – Taxa de hemólise dos filmes. Símbolos diferentes indicam diferença estatística 

entre as amostras (p < 0,05). 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.3 Microscopia óptica 

 

A microscopia dos filmes foi realizada para compreender o microambiente desses 

materiais. A fotomicrografia dos filmes no aumento de 140x está apresentada na Figura 13. Os 

filmes F1 (Figura 13, A) apresentaram característica homogênea e com ausência de poros. Os 

filmes F2 (Figura 13, B), por sua vez, apresentou rugosidade aparente pela presença da AgSD 

e da JR19, conforme também relatado por Wanderley et al. (2020) no desenvolvimento de 
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filmes de QTS contendo JR19. Os filmes F3 (Figura 13, C) possui uma aparente redução da 

rugosidade em comparação ao F2, provavelmente devido a uma menor quantidade de JR19. 

 

Figura 13 – Fotomicrografias dos filmes F1 (A), F2 (B) e F3 (C) (barra de escala = 500 µm). 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

As fotomicrografias dos filmes F2 e F3 no aumento de 1400x revelaram detalhes da 

microestrutura desses materiais, conforme mostrado na Figura 14. 
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Figura 14 – Fotomicrografias dos filmes F2 (A) e F3 (B) no aumento de 1400x (barra de escala 

= 50 µm). 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Ambos os filmes apresentaram cristais dispersos por toda a matriz, o que indica a não 

solubilização da AgSD e da JR19. Esse achado foi confirmado pela microscopia da AgSD e da 

JR19 isoladas (Figura 15), a qual apresentou formatos de cristais semelhantes aos apresentados 

pelos filmes F2 e F3. A partir disso, foi realizada a medida de 50 cristais dispersos em cada 

filme para avaliar a influência da matriz no tamanho desses cristais. 

 

Figura 15 – Fotomicrografias da AgSD (A) e JR19 (A) no aumento de 1400x (barra de escala 

= 50 µm). 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Os filmes F2 e F3 apresentaram cristais com tamanho médio de 4,265 ± 3,402 µm e 

6,385 ± 3,299 µm, respectivamente. Esses valores são menores que os cristais da JR19, que 
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apresentaram tamanho médio de 17,166 ± 7,020 µm, e semelhantes aos cristais de AgSD (4,326 

± 2,317 µm). O teste de comparação de médias de Tukey (Tabela 2) demonstrou diferença 

significativa (p < 0,05) entre o tamanho dos cristais da JR19 e as amostras AgSD, F2 e F3. 

 

Tabela 2 – Tamanho dos cristais nas amostras. 

Amostras Tamanho dos cristais (µm) 

AgSD 4,326 ± 2,317ª 

JR19 17,166 ± 7,020b 

F2 4,265 ± 3,402ª 

F3 6,385 ± 3,299ª 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Nota: Letras diferentes indicam diferenças entre as amostras (p < 0,05). 

 

Esse achado pode influenciar positivamente os parâmetros de solubilidade dos fármacos 

uma vez que o tamanho reduzido de cristais leva ao aumento da solubilidade por aumento da 

área superficial dessas estruturas (KHADKA et al., 2014; XU; LUO, 2014). 

 

5.4 Análise microestrutural 

 

A rugosidade média de superfície (Ra) é um parâmetro importante no desenvolvimento 

de biomateriais com finalidade curativas, pois está relacionado com outras propriedades 

essenciais, como molhabilidade, hemocompatibilidade e adesão (MANIKANDAN et al., 2017; 

SEGAN et al., 2020; SHARMA et al., 2016). 

Os dados de Ra das amostras estão apresentados na Tabela 3. O filme F2 apresentou o 

maior valor de Ra em relação aos outros filmes estudados. Tal achado pode estar relacionado 

com a quantidade de AgSD e, principalmente, JR19 dispersa na matriz. Esse achado também 

foi relatado por Wanderley et al. (2020) no seu estudo em que filmes de QTS contendo JR19 

apresentaram maior Ra em relação aos filmes de QTS. Apesar da diferença do F2 em relação a 

F1 e F3, essa não foi estatisticamente significativa (p > 0,05). Os valores de Ra dos filmes estão 

de acordo com os valores de Ra estabelecidos para a pele, que compreende a faixa entre 14,6-

25 µm, conforme relatado por Bloemen et al. (2011). 
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Tabela 3 – Rugosidade média de superfície (Ra) das amostras. 

Amostras Ra (µm) 

F1 16,43 ± 2,77ª 

F2 20,64 ± 2,66ª 

F3 16,32 ± 1,43ª 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Nota: Letras iguais indicam que não houve diferença significativa entre as amostras (p > 0,05). 

 

5.5 Taxa de transmissão de vapor de água 

 

A taxa de transmissão de vapor de água (TTVA) é uma das propriedades de barreira 

cruciais no desenvolvimento de formulações curativas. O TTVA é a medida da quantidade de 

vapor de água perdida do ferimento através de um curativo em um determinado período de 

tempo (DÍEZ-PASCUAL; DÍEZ-VICENTE, 2015; KOCAAGA et al., 2019). 

A TTVA das amostras F1, F2 e F3 (Figura 16) foram de 1411,07 ± 61,69, 1349,51 ± 

71,04 e 1352,78 ± 123,67 g m-2 dia-1, respectivamente. Esses valores são semelhantes aos filmes 

de QTS+PVA desenvolvidos por Choo; Ching e Chuah (2017), os quais apresentaram TTVA 

de aproximadamente 1113,75 g m-2 dia-1. A presença da AgSD e JR19 promoveu pequenas 

reduções na TTVA, possivelmente devido a característica mais lipofílica desses dois fármacos 

em relação aos dois polímeros hidrofílicos. 
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Figura 16 – Taxa de transmissão de vapor de água das amostras. Símbolos iguais indicam que 

a diferença não foi significativa entre as amostras (p > 0,05). 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

Baseado no estudo de Cussler et al. (1988) sobre membranas com função de barreira, 

pode-se pressupor que a diminuição da TTVA dos filmes F2 e F3 também está relacionada com 

a dispersão da AgSD e JR19 na matriz polimérica, as quais dificultam a passagem do vapor de 

água por criar um caminho mais tortuoso para transmissão desse vapor em comparação ao filme 

F1, que não possui sólidos dispersos na sua matriz. Esse comportamento também foi relatado 

por Rhim; Wang e Hong (2013) em filmes de ágar contendo nanopartículas de prata, as quais 

promoveram diminuição na TTVA. Apesar da diferença entre o filme F1 e os filmes F2 e F3, o 

teste de comparação de médias de Tukey revelou essa diferença como não significativa (p > 

0,05). 

De acordo com dados da Farmacopeia Britânica, um material pode ser considerado 

permeável ao vapor de água quando a TTVA excede 500 g m-2 dia-1 (MEDICINES AND 

HEALTHCARE PRODUCTS REGULATORY AGENCY, 1993; MOJSIEWICZ-

PIEŃKOWSKA et al., 2015). Os filmes desenvolvidos obedecem a essa condição. Esse achado 

representa uma vantagem em relação às formulações de AgSD no mercado, que são, na sua 

maioria, na forma farmacêutica de creme, a qual possui excipientes com propriedades oclusivas, 

como alguns éteres de polioxietileno alquílicos (ex. cetomacrogol 1000), de acordo com o 
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Handbook of Pharmaceuticals Excipients na sua sexta edição (ROWE; SHESKEY; QUINN, 

2009). A oclusão de ferimentos pode levar ao processo de maceração, o qual promove acúmulo 

de fluidos e exsudatos inflamatórios, principalmente em ferimentos crônicos, o que causa 

retardamento da cicatrização por prolongamento do processo inflamatório. Ademais, pode 

favorecer a proliferação microbiana pelo excesso de fluidos, como a do Staphylococcus aureus 

(ALTOÉ et al., 2019; MUGITA et al., 2015; RODGERS; WATRET, 2003). 

Rosen et al. (2015b) relatou no seu estudo, em um modelo de cicatrização in vivo com 

murinos, diminuição da contração da área do ferimento, aumento e persistência de tecido 

inflamatório de granulação com a utilização de AgSD em comparação ao grupo controle não 

tratado. Além disso, houve aumento do número de neutrófilos e diminuição da infiltração de 

macrófagos no grupo tratado pela AgSD. Todos esses achados provavelmente podem estar 

relacionados com a oclusão causada pela aplicação contínua de cremes contendo AgSD e que 

podem ser minimizados com a utilização de curativos que permitem a passagem do vapor de 

água. 

 

5.6 Ensaio de fotoestabilidade 

 

A fotoestabilidade de novos insumos farmacêuticos ativos (IFAs) e formulações deve 

ser avaliada para constatar que a exposição à luz não causa modificações significativas. Quando 

um IFA ou formulação é passível de fotodegradação, deve-se tomar cuidados especiais durante 

as etapas de desenvolvimento e armazenagem. As reações fotoquímicas, apesar de complexas, 

devem ser estudadas e compreendidas, visto que o conhecimento geral desses processos de 

fotodegradação é fundamental para a otimização da estabilidade de uma formulação (FACCI et 

al., 2020; KLEINMAN, 2013). 

Após o período do ensaio as amostras de AgSD e os filmes F2 e F3 apresentaram 

características macroscópicas de fotodegradação, enquanto a JR19 permaneceu sem 

modificações. A AgSD sofreu escurecimento, como destacado na Figura 17, enquanto os filmes 

apresentaram pontos escurecidos mais intensos, quando comparados com a AgSD, em sua 

superfície. Os achados condizem com a característica fotossensível da AgSD, mais 

especificamente do íon prata (Ag+). Na presença da luz, a AgSD sofre fotólise com posterior 

fotorredução do Ag+ para prata elementar (Ag0), o que pode explicar a argiria ou argirose 

(escurecimento da pele) quando a AgSD em contato com a pele humana é exposta a luz solar 

(JATOI; KIM; NI, 2019; KUNKELY; VOGLER, 2007). Além disso, esse mecanismo pode 
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causar redução da efetividade antimicrobiana da AgSD, devido a importância da carga positiva 

do Ag+ nessa atividade. 

Os filmes apresentaram pontos de escurecimento mais evidentes devido, provavelmente, 

a dispersão da AgSD na matriz polimérica, o que causou o aumento da superfície de contato 

desse agente antimicrobiano com a luz. A partir desses resultados, pode-se sugerir o uso de uma 

embalagem primária com propriedades de barreira contra a luz solar para armazenar os filmes 

antes da sua utilização, o que poderia garantir uma maior estabilidade da formulação final e, 

por consequência, uma maior efetividade antimicrobiana da mesma. 
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Figura 17 – Amostras antes e após o ensaio de fotoestabilidade, com destaque para o 

escurecimento da AgSD (forma oval branca) e para os pontos de fotólise do Ag+ (setas pretas) 

nos filmes F2 e F3. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.7 Resistência dobrável 

 

A resistência dobrável foi medida para demonstrar a flexibilidade dos filmes, visto que 

essa propriedade é importante no desenvolvimento de formulações curativas e essas devem ser 
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confortáveis para aplicação no local do ferimento (DEVI; DUTTA, 2017). Os filmes F1 não 

apresentaram quaisquer rompimentos ao final das 300 dobragens, apresentando-se mais 

resistentes que os filmes de QTS desenvolvidos por Wanderley et al. (2020) que apresentaram 

média de 120 dobragens. Essa diferença é devida provavelmente a presença do PVA e sua 

propriedade plastificante, como destacado por Chetouani et al. (2017) em seu trabalho, no qual 

houve aumento da flexibilidade pela adição do PVA em filmes de QTS. O mesmo 

comportamento foi observado no filme F3, o qual não apresentou rupturas após as 300 

dobragens, mesmo contendo pequenas quantidades de AgSD e JR19. 

No entanto, os filmes F2 (Figura 18) apresentaram drástica redução na resistência em 

comparação ao demais filmes, o qual apresentou média de 135 dobragens. Esses valores vão na 

contramão aos apresentados por Wanderley et al. (2020), que apresentou aumento da resistência 

dobrável em filmes de QTS+JR19 em relação aos filmes de QTS. Essa redução pode estar 

relacionada com dois fatores. A presença da AgSD pode levar a uma redução da flexibilidade 

dos filmes pela desestabilização da matriz polimérica, que promove o aumento da rigidez e, 

consequente, redução da flexibilidade (FAJARDO et al., 2013). Esse mecanismo de 

desestabilização da matriz polimérica pode estar relacionado com a interação do Ag+ com os 

grupos de carga parcial negativa dos polímeros (ex. grupos acetato), o que reduz a formação de 

pontes de hidrogênio entre esses grupos na blenda e, por consequência, diminui a flexibilidade 

dos filmes. 

 

Figura 18 – Filme F2 apresentando rompimento após o ensaio de resistência dobrável. 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Além disso, tal redução pode ter sido potencializada pela presença de uma grande 

quantidade de fármacos na forma sólida dispersos na matriz polimérica no filme F2, o que 

ocasiona em uma matriz mais quebradiça por aumentar o espaçamento entre as cadeias 

poliméricas, o que pode gerar problemas na formação de interações intermoleculares entre os 

polímeros, como apresentado por Sängerlaub et al. (2019) em seu estudo, no qual houve 

redução da flexibilidade de filmes de polietileno de baixa densidade com o aumento da 

concentração de óxido de cálcio (CaO) dispersos nos filmes. 

 

5.8 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

 

A técnica da espectroscopia na região do infravermelho foi utilizada para identificar a 

presença de possíveis interações químicas entre os componentes dos filmes a partir da detecção 

de bandas referentes aos grupamentos funcionais desses compostos (MOHAMED et al., 2017). 

A Figura 19 e a Tabela 5 demonstram os espectros de infravermelho das amostras e as principais 

bandas detectadas, respectivamente. 
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Figura 19 – Espectros de infravermelho dos componentes (A), das misturas físicas 1:1 (B) e 

dos filmes (C). 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

A AgSD apresentou um doubleto em 3391 e 3343 cm-1 referente aos estiramentos do 

grupo –NH2, uma banda em 1599 cm-1 relativa a deformação angular simétrica do grupo –NH2 

e em 1552 cm-1 da deformação de N–H, além de bandas relacionadas ao esqueleto pirimidínico 

em 1420 cm-1 e bandas características do estiramento assimétrico do grupamento –SO2 em 1235 

e 1316 cm-1. Esses achados são conformes aos relatados por Luo et al. (2020b) e El-Feky et al. 

(2017a). 

A JR19, por sua vez, apresentou bandas em 2266 cm-1 com baixa intensidade referente 

ao grupamento nitrila (C≡N) de sua estrutura, em 1676 cm-1 com alta intensidade relativa à 

carbonila do grupamento amida e em 748 cm-1 relacionada com a deformação angular de 4 H 
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adjacentes de anéis aromáticos orto-substituídos, os quais correspondem ao anel aromático do 

grupo indol, conforme relatado por Wanderley et al. (2019). 

O espectro da QTS mostrou bandas características em 3314 e 2874 cm-1 referentes a 

estiramentos de grupamentos –OH e –NH, respectivamente, em 1659 cm-1 referente a banda de 

estiramento de carbonila de amida I e em 1082 cm-1 das ligações glicosídicas desse polímero 

(BRANCA et al., 2016; BURITI et al., 2018). O PVA, por sua vez, apresentou uma banda 

intensa em 3435 cm-1 relativa ao estiramento de grupamentos –OH, além de bandas em 2929 e 

1718 cm-1 referentes aos estiramentos de grupamentos alquílicos e da carbonila de ésteres dos 

grupos acetatos remanescentes do processo de hidrólise do poli acetato de vinila, 

respectivamente. Foi possível detectar também a banda em 1100 cm-1 referente ao estiramento 

da ligação C–O e em 1438 cm-1 de deformações angulares dos grupamentos –CH2 (AJITHA et 

al., 2016; SHARMA et al., 2020). 

 

Tabela 4 – Principais bandas  observadas nos espectros de infravermelho das amostras. 

Amostras –OH –NH C≡N C=O C–O–C –SO2 
4H 

indol 

AgSD - 
3391 

3343 
- - - 

1316 

1235 

 

- 

JR19 - 3373 2266 1676 - - 748 

QTS 3314 3314 - 1659 1082 - - 

PVA 3435 - - 1718 1100 - - 

QTS+PVA 3442 3442 - 1654 1076 - - 

AgSD+JR19 3393 
3393 

3346 
2268 1678 - 

1354 

1234 

748 

AgSD+QTS - 
3390 

3342 
- 1652 1076 

1354 

1232 

- 

AgSD+PVA  
3390 

3342 
- 1654 - 

1354 

1232 

- 

JR19+QTS 3375 3375 2270 1674 1110 - 748 

JR19+PVA 3373 3373 2266 1676 1109 - 748 

F1 3358 3358 - 1734 1087 - - 

F2 3296 3296 - 1734 1089 - 746 

F3 3315 3315 - 1735 1085 - - 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

As misturas físicas (1:1) entre os componentes apresentaram manutenção das bandas 

características de cada componente isolado, especialmente as dos dois fármacos, o que sugere 
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compatibilidade química entre os componentes da formulação. Os espectros dos filmes, por sua 

vez, apresentaram manutenção de bandas características da QTS e do PVA, exceto o filme F2 

que apresentou uma banda em 746 cm-1 referente a deformação dos hidrogênios do anel indólico 

da JR19, o qual está relacionado com a quantidade de JR19 (8,6 mg) nessa amostra em 

comparação com o filme F3. A predominância das características espectrais dos polímeros nos 

filmes pode estar relacionado com a homogeneidade na distribuição dos fármacos nos filmes 

F2 e F3, o que confirma os achados microscópicos, além da proporção fármaco:polímero nas 

amostras (≈1:10 em F2 e 1:50 em F3). 

 

5.9 Validação de metodologia analítica para quantificação da JR19 

 

A varredura espectrofotométrica da JR19 na faixa entre 200 e 500 nm para a verificação 

do λ mais adequado (Figura 20) apresentou maior valor de absorbância em 311,5 nm, valor o 

qual foi utilizado no desenvolvimento e validação do método analítico. Esses dados estão de 

acordo com o estudo de Wanderley (2019), o qual desenvolveu e validou um método analítico 

para quantificação da JR19 em filmes de QTS por espectrofotometria UV-Vis. 

 

Figura 20 – Espectro de varredura da JR19 com destaque para o comprimento de onda de maior 

absorbância (λ=311,5 nm). 
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Fonte: dados da pesquisa. 
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5.9.1 Seletividade 

 

Para verificar a seletividade do método foram obtidos os espectros de varredura da 

solução de JR19, dos filmes com e sem esse fármaco (Figura 21). A partir desses dados, o 

método analítico se mostrou seletivo com ausência de interferências da formulação na 

característica espectral da JR19, o que refletiu na manutenção do λ de maior absorbância em 

311,5 nm. 

 

Figura 21 – Seletividade dos filmes sem e com JR19. 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.9.2 Linearidade 

 

Esse parâmetro foi avaliado na faixa de 4-14 µg/mL, com utilização de seis níveis de 

concentração de JR19. A curva analítica ou curva de calibração (Figura 22) foi alcançada por 

análise de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, a qual apresentou a equação 

da reta y=0,1145x – 0,0545, coeficiente de determinação R2=0,9977 e coeficiente de correlação 

R=0,9989. Esses resultados indicam linearidade do método dentro das concentrações estudadas 
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e de acordo com o critério mínimo aceitável pela RDC nº 166/17 da ANVISA (R acima de 

0,990) (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2017). 

 

Figura 22 – Curva de calibração da JR19. 
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Fonte: dados da pesquisa. 

 

Por meio da ANOVA, testou-se a significância estatística e a linearidade do método 

(Tabela 5). A validade da regressão (linearidade) foi analisada por meio da comparação dos 

valores de F tabelado e calculado de acordo com a distribuição de Snedecor no intervalo de 

confiança de 95%. O valor de F calculado (7047,7702) é aproximadamente 29 vezes maior que 

o F tabelado (245,9), o que indica que o método é linear no intervalo de confiança de 95%. 

Outro dado que confirmou a validade da linearidade foi a falta de ajuste, a qual apresentou F 

calculado (14,6130) menor que o F tabelado (19,43), o que indica que o ajuste do modelo está 

adequado. 

  



67 

Tabela 5 – Análise de variância (ANOVA) para avaliação da linearidade do método. 

 
Graus de 

liberdade 

Soma 

quadrática 

Média 

quadrática 
F 

F 

(1,16) 

Faj 

(1,15) 

Modelo 1 2,7563 2,7564 7047,7702 245,9  

Resíduo 16 0,0063 0,0004    

Falta de 

ajuste 
1 0,2363 0,2362 14,6130  19,43 

Erro puro 15 0,2425 0,0161    

TOTAL 17 2,7626     

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Legenda: Faj (F tabelado da falta de ajuste). 

 

A Figura 23 apresenta o gráfico da análise dos resíduos (diferença entre os valores 

experimentais e os preditos pela equação do modelo) com relação das distribuições quanto à 

normalidade e à aleatoriedade. Os dados apresentam aleatoriedade na distribuição dos resíduos 

com valores próximos à reta de regressão do modelo (MONTGOMERY; PECK; VINING, 

2021). 

 

Figura 23 – Gráfico de resíduos x concentração. 
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A partir da curva de calibração foram calculados os parâmetros de sensibilidade do 

método, o LD e o LQ, os quais apresentaram os valores de 0,0012 e 0,0035 µg/mL, 

respectivamente. O valor de LQ se apresentou menor que a concentração mínima estabelecida 

no intervalo de quantificação (4 µg/mL), dessa forma o método proposto dispõe de excelente 

sensibilidade, o que assegura que o método proposto é capaz de detectar e quantificar uma 

ampla faixa de concentrações com segurança. 

 

5.9.3 Precisão 

 

Analisou-se esse parâmetro a partir dos níveis de repetibilidade e precisão intermediária. 

O primeiro foi avaliado em sextuplicata com as condições de mesmo analista e mesma 

instrumentação, enquanto o segundo foi analisado em sextuplicata com um analista diferente. 

Ambas foram realizadas intradia e interdia. Os resultados (Tabela 6) apresentaram coeficiente 

de variação (CV) inferior a 5%, o qual está de acordo com o limite estabelecido pela ANVISA 

(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2017). 

 

Tabela 6 – Valores da precisão do método espectrofotométrico validado. 

Analistas Dia 
Concentração 

(µg/mL) 

Média das 

absorbâncias 
DP CV (%) 

Analista 1 
1 8 0,9004 0,0002 0,020 

2 8 0,9098 0,0004 0,046 

Analista 2 
1 8 0,9013 0,0002 0,020 

2 8 0,9102 0,0002 0,025 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Legenda: DP (desvio padrão) e CV (coeficiente de variação). 

 

5.9.4 Exatidão 

 

A exatidão foi avaliada através da análise de três concentrações distintas: baixa (4 

µg/mL), média (8 µg/mL) e alta (14 µg/mL). Os valores obtidos (Tabela 7) demonstram 

proximidade entre os valores de concentração obtidos experimentalmente pelo método e os seus 

valores teóricos, com valores de exatidão entre 101,25 e 102,06%, os quais estão de acordo com 
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os critérios de aceitação de exatidão da FDA (97-103%) para insumos farmacêuticos ativos 

(IFAs) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). 

 

Tabela 7 – Valores da exatidão do método espectrofotométrico validado. 

Nível 
Média das 

absorbâncias 
DP 

CV 

(%) 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

real (µg/mL) 

Exatidão 

(%) 

Baixo 0,4091 0,0002 0,0489 4 4,0515 101,29 

Médio 0,8804 0,0003 0,0301 8 8,1651 102,06 

Alto 1,5685 0,0003 0,0205 14 14,1744 101,25 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Legenda: DP (desvio padrão) e CV (coeficiente de variação). 

 

5.9.5 Robustez 

 

A robustez indica a capacidade do método analítico em resistir a pequenas e deliberadas 

variações das condições analíticas. A solução utilizada na validação era composta com 

etanol:água (80:20 v/v), a qual apresentava pH de 5,80. Na determinação da robustez, houveram 

duas modificações nessa solução. A primeira foi a mudança do pH para 5,00 e a segunda foi a 

composição da solução, com a substituição do etanol pelo metanol. Os resultados (Tabela 8) 

demonstram que o método utilizado possui robustez devido aos valores de CV não 

ultrapassarem o valor de 5% e os valores de exatidão se manterem na faixa entre 97-103%, os 

quais estão em conforme com os preconizados pela ANVISA e pela FDA (AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2017; FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2020). 

  



70 

Tabela 8 – Valores da robustez do método espectrofotométrico validado. 

Modificação 

Média das 

absorbâncias 

± DP 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

real (µg/mL) 

CV 

(%) 

Exatidão 

(%) 

pH da 

solução 

Etanol:água 

(80:20) pH 

5,00 

0,881 ± 

0,0001 
8 8,1703 0,0114 102,13 

Composição 
Metanol:água 

(80:20) 

0,8840 ± 

0,0003 
8 8,1962 0,0285 102,45 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Legenda: DP (desvio padrão) e CV (coeficiente de variação). 

 

5.10 Determinação da atividade antifúngica 

 

Apesar dos fungos serem comumente indetectáveis em estudos de microbiomas de 

ferimentos, a determinação da atividade antifúngica de formulações curativas é importante 

devido aos fungos serem considerados agentes subestimados de complicações em ferimentos. 

Dentre esses, a C. albicans corresponde a 46% achados em ferimentos com crescimento fúngico 

positivo, de acordo com o estudo de Kalan e Grice (2018). 

Os resultados da microdiluição em caldo (Figura 24) demonstraram cinco amostras com 

ausência aparente de crescimento (sem modificação da coloração da resazurina) além do 

controle positivo, as duas primeiras diluições da AgSD, as primeiras diluições de AgSD+JR19 

e JR19, e os filmes F2 e F3. Essas amostras foram plaqueadas em ágar Sabouraud para avaliação 

do crescimento. 
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Figura 24 – Microplaca de 96 poços revelada com resazurina 0,01% com destaque para as cinco 

amostras sem crescimento aparente (círculos pretos). 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

O plaqueamento das amostras em ágar Sabouraud (Figura 25) apresentou resultados 

distintos. A primeira diluição da AgSD (20 µg/mL) (Figura 25, A) apresentou crescimento de 

poucas colônias, a qual nessa concentração pode ser classificada como fungicida. Esses 

resultados são semelhantes aos relatados por Kalinowska-Lis et al. (2015) e Stryjska et al. 

(2021), os quais descrevem valores de CFM da AgSD frente a C. albicans de 19,99 µg/mL e 

15,60 µg/mL, respectivamente. 
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Figura 25 – Plaqueamento das amostras em ágar Sabouraud (A = AgSD (20 µg/mL); B = AgSD 

(10 µg/mL); C = JR19 (20 µg/mL); D = AgSD+JR19 (20 µg/mL); E = F2 e F3). 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

A atividade antifúngica desse agente está relacionada, assim como nas bactérias, com 

interações do Ag+ com a parede celular fúngica em estruturas como proteínas, o que pode 
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ocasionar rápido efluxo de íons, como o potássio, com promoção de um distúrbio 

hidroeletrolítico na célula microbiana (HECEL et al., 2019). Wells et al. (1995) descreveu em 

seu estudo que a AgSD é responsável pela inativação irreversível da enzima fosfomanose 

isomerase, essencial na biossíntese da parede celular em fungos, em C. albicans, além da 

identificação do local de ligação da AgSD com a enzima em um resíduo de cisteína na posição 

150. 

A segunda diluição da AgSD (10 µg/mL) (Figura 25, B), por sua vez, não apresentou 

influência no crescimento fúngico, mesmo resultado apresentado pela JR19 (20 µg/mL) (Figura 

25, C). A amostra AgSD+JR19 (20 µg/mL) (Figura 25, D) apresentou leve comprometimento 

da atividade antifúngica da AgSD na presença da JR19. Este fato pode estar relacionado com 

da interação do Ag+ em solução com grupos carregados negativamente na molécula da JR19, 

tais como a carbonila da subunidade N-acilidrazona, visto que, como explicado anteriormente, 

essa espécie iônica tem importante papel na atividade antifúngica da AgSD. 

Os dois filmes apresentaram atividades distintas (Figura 25, E), o F3 não apresentou 

influência no crescimento enquanto o F2 promoveu inibição do crescimento. Esse último 

achado provavelmente está relacionado com dois fatores, a presença da QTS e, principalmente, 

a maior quantidade de JR19 em relação ao filme F3 (8,6 vezes maior). A JR19 contem na sua 

estrutura dois grupamentos que são correlacionados com atividades fúngicas, o grupo indol e a 

subunidade N-acilidrazona (KAUR et al., 2018; KLENC et al., 2009; LAZZARINI et al., 2018), 

o que poderia justificar a sua influência na inibição do crescimento da C. albicans na amostra 

F2, além de sua concentração. 

Além disso, essa atividade da JR19 pode ter sido potencializada pela presença da QTS, 

uma vez que estudos relatam atividade desse biopolímero contra fungos, inclusive contra a C. 

albicans, por vários mecanismos, tais como interação com componentes carregados 

negativamente na parede e membrana celulares (ex. fosfolipídeos), inibição de complexos de 

expressão gênica (ex. Spt-Ada-Gcn5-acetiltransferase (SAGA)) e inibição da síntese de 

material genético (LOPEZ-MOYA; SUAREZ-FERNANDEZ; LOPEZ-LLORCA, 2019; SHIH 

et al., 2019; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Os filmes foram desenvolvidos com sucesso pela técnica de evaporação de solvente com 

incorporação da AgSD e JR19 e formação de uma dispersão desses fármacos no filme; 

 A taxa de hemólise média dos filmes está de acordo com o especificado na ISO 10993, 

apesar do aumento significativo desse parâmetro na presença dos fármacos; 

 A microscopia óptica confirmou a característica de dispersão dos fármacos nos filmes a 

partir da presença dos cristais desses, além da influência da matriz polimérica no 

tamanho dos cristais; 

 A análise microestrutural revelou influencias dos cristais dos fármacos no parâmetro de 

rugosidade média de superfície dos filmes; 

 Os filmes apresentaram valores de TTVA semelhantes aos relatados na literatura com 

influência não significativa da AgSD e JR19 nesse parâmetro; 

 O ensaio de fotoestabilidade confirmou a característica fotossensível da AgSD e a 

necessidade do uso de embalagens primárias com propriedades de barreira contra a luz 

solar nos filmes F2 e F3; 

 A presença de uma maior quantidade de JR19 nos filmes F2 causou redução da 

resistência dobrável do filme F2 em relação aos F1 e F3; 

 A espectroscopia na região do infravermelho revelou ausência de incompatibilidade 

química entre os componentes. 

 O método analítico para quantificação da JR19 nos filmes por espectrofotometria UV-

Vis se revelou seletivo, linear, preciso, exato e robusto; 

 O filme F2 apresentou boa atividade antifúngica com inibição do crescimento de C. 

albicans; 

 Os resultados demonstram a potencialidade dos filmes como uma formulação curativa 

e que pode representar uma nova proposta terapêutica. No entanto, alguns ensaios como 

a determinação da atividade antibacteriana e o perfil de liberação in vitro dos fármacos 

presentes na formulação são necessários para confirmar esse potencial. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Realizar a validação de um método analítico de quantificação da AgSD presente nos 

filmes por espectrofotometria de fluorescência com posterior realização do ensaio de 

liberação in vitro dos fármacos da formulação; 

 Determinar a atividade antimicrobiana da formulação frente a bactérias comuns em 

ferimentos cutâneos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

Escherichia coli. 
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