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RESUMO 

 

NÖRNBERG, Andressa Baptista. PREPARO E APLICAÇÃO DE DISPOSITIVOS DE 

LIBERAÇÃO TRANSDÉRMICA DE FÁRMACOS UTILIZANDO AMIDO CATIÔNICO E 

DIALDEÍDO AMIDO. 2024. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em Química. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

Os derivados do amido têm atraído a atenção de diversos pesquisadores por conferirem novas 

propriedades físico-químicas e biológicas aos biomateriais desenvolvidos a partir deles. No 

entanto, aspectos relacionados ao tipo de biomaterial preparado e sua aplicação alvo 

necessitam ainda ser investigados. Com base nisso, esta Tese de doutorado descreve a 

síntese de dois derivados do amido e explora seu uso no preparo de biomateriais para 

atuarem como sistemas de liberação transdérmica de fármacos (SLTF). O primeiro derivado 

sintetizado foi o amido catiônico (CSt), o qual apresentou um grau de substituição igual a 0,7. 

CSt foi utilizado na fabricação de filmes poliméricos em conjunto com poli(álcool vinílico) (PVA) 

e sulfato de condroitina (ChS), para servirem como veículos de transporte do fármaco 

metotrexato (MTX), usado no tratamento da artrite reumatóide (AR). Análises de 

caracterização demonstraram a interação entre os polímeros e uma interação mínima com o 

fármaco.z. A amostra contendo 5 m/m-% de MTX, a qual possibilitou a penetração do fármaco 

nos extratos da pele, apresentou o maior potencial para ser aplicada em testes in vivo. 

Utilizando um modelo animal, foi verificado que o filme selecionado para esses testes 

apresentou atenuação e tratamento dos sintomas da AR quando comparado com o grupo 

controle tratado oralmente com MTX livre. O segundo derivado sintetizado foi o dialdeído 

amido (DAS), obtido por uma reação de oxidação, com um teor de grupos aldeído igual a 

77%. A reticulação desses grupos com grupos amina da gelatina (Gel) via formação de bases 

de Schiff foi explorada na fabricação de filmes por casting e hidrogéis por impressão 3D, os 

quais foram testados como veículos de transporte do fármaco hidrocortisona (HC), usado no 

tratamento da dermatite atópica (DA). Ambos os materiais demonstraram a capacidade de 

controlar a liberação do fármaco em uma via transdérmica de liberação, e utilizando um 

modelo animal de DA, foi observado que tanto o filme como o hidrogel são eficazes no 

tratamento dos sintomas dessa doença crônica da pele. O uso desses biomateriais pode 

atenuar eventuais adversidades associadas ao uso tópico da HC. Em suma, os estudos aqui 

apresentados oferecem novas oportunidades para a fabricação e empregabilidade de 

biomateriais baseados em derivados do amido para uso como SLFT. 

Palavras-chave: Polissacarídeo, biopolímero, modificação química, sistemas de liberação 

controlada, casting, impressão 3D, metotrexato, hidrocortisona, artrite, dermatite atópica. 
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NÖRNBERG, Andressa Baptista. PREPARATION AND APPLICATION OF 

TRANSDERMAL DRUG DELIVERY DEVICES USING CATIONIC STARCH AND 

STARCH DIALDEHYDE".  2024. Thesis (Doctorate Degree) – Post Graduation Program 

in Chemistry. Federal University of Pelotas (UFPel). 

 

Starch derivatives have attracted the attention of several researchers for conferring new 

physicochemical and biological properties to biomaterials developed from them. However, 

aspects related to the type of biomaterial prepared and its target application still need to 

be investigated. Based on this, this doctoral thesis describes the synthesis of two starch 

derivatives and explores their use in the preparation of biomaterials to act as transdermal 

drug delivery systems (SLTF). The first synthesized derivative was cationic starch (CSt), 

which had a degree of substitution of 0.7. CSt was used in the fabrication of polymeric 

films together with polyvinyl alcohol (PVA) and chondroitin sulfate (ChS) to serve as 

carriers for the drug methotrexate (MTX), used in the treatment of rheumatoid arthritis 

(RA). Characterization analyses demonstrated the interaction between the polymers; 

however, the interaction with the drug was minimal. The sample containing 5 m/m-% of 

MTX, which allowed drug penetration into skin extracts, showed the greatest potential for 

testing in vivo. Using an animal model, it was found that the selected film for these tests 

attenuated and treated the symptoms of RA when compared to the control group treated 

orally with free MTX. The second synthesized derivative was dialdehyde starch (DAS), 

obtained by an oxidation reaction, with an aldehyde group content of 77%. Crosslinking of 

these groups with amino groups of gelatin (Gel) via Schiff base formation was explored in 

the fabrication of films by casting and hydrogels by 3D printing, which were tested as 

carriers for the drug hydrocortisone (HC), used in the treatment of atopic dermatitis (AD). 

Both materials demonstrated the ability to control drug release through a transdermal 

delivery route, and using an AD animal model, it was observed that both the film and 

hydrogel are effective in treating the symptoms of this chronic skin disease. The use of 

these biomaterials can mitigate potential adversities associated with the topical use of HC. 

In summary, the studies presented here offer new opportunities for the manufacturing and 

employability of starch derivative-based biomaterials for use as SLTF. 

 

Keywords: Polysaccharide, biopolymer, chemical modification, controlled release 

systems, casting, 3D printing, methotrexate, hydrocortisone, arthritis, atopic dermatitis 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3D-Gel/DAS: Hidrogel de gelatina/dialdeído amido impresso por impressão 3D 

3D-Gel/DAS@HC: Hidrogel de gelatina/dialdeído amido carregado com hidrocortisona 

impresso por impressão 3D  

3DP: Impressão 3D 

BSA: Albumina de soro bovino 

CFA: Adjuvante de Freund Completo  

CSt/PVA/ChS: Filme de amido catiônico/poli(vinil álcool)/sulfato de condroitina  

CSt/PVA: Filme de amido catiônico/poli(vinil álcool) 

CSt: Amido catiônico 

DAS: Dialdeído amido 

DE: Derme  

DO: Densidade óptica 

DRX: Difração de raios-X  

DTG: Termogravimetria derivada 

DTNB: Ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico  

EDTA: Ácido etilenodiamino tetra-acético 

F-Gel/DAS: Filme de gelatina/dialdeído amido 

F-Gel/DAS@HC: Filme de gelatina/dialdeído amido/hidrocortisona 

FTIR: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

GAG: Glicosaminoglicano  

HC: Hidrocortisona  

HPLC: Cromatografia líquida de alta eficiência 

Imáx: Inibição máxima 

MDA: Malondialdeído 

MEV: Microscopia eletrônica de arredura  

MPO: Mieloperoxidase 

MTX: Metotrexato 

NPSH: Tiol não proteico 

PBS: Tampão fosfato-salino 

PCL: Poli(ε-caprolactona)  

PGA: Poli(ácido glicólico)  



17 
 

PVA: Poli(álcool vinílico) 

PVA: Poli(vinil álcool) 

RMN: Ressonância magnética nuclear 

ROS: Espécies reativas de oxigênio 

SC: Estrato córneo  

SDS: Dodecil sulfato de sódio 

S.E.M.: Erro padrão da média (do inglês standard error of the mean) 

SLTF: Sistemas de liberação transdérmica de fármacos  

St: Amido 

TBA:  Ácido 2-tiobarbitúrico 

TBARS:  Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TCA: Ácido tricloroacético 
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CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO E OBJETIVO GERAL 

 

1. Introdução 

 

A crescente procura por materiais que sejam utilizados em aplicações 

biomédicas e farmacêuticas tem movimentado o mercado mundial de biomateriais e 

o setor de pesquisa dessa área (Pires et al., 2015). Esse cenário pode estar 

relacionado aos avanços científicos e tecnológicos que são realizados com o intuito 

de desenvolver novos biomateriais que sejam utilizados, por exemplo, na área 

medicinal com a produção de novos dispositivos médicos, na regeneração de tecidos, 

entrega de medicamentos, adjuvantes de vacinas, imunoterapia, entre outras 

(Kämmerling et al., 2021). Atualmente, o termo biomaterial é destinado a um material 

produzido por uma substância de origem natural ou sintética, desenvolvido com uma 

forma específica para que sozinha ou parte de um sistema complexo, seja utilizada 

para direcionar ou influenciar, por meio de interações com os tecidos vivos, o curso 

de qualquer processo terapêutico ou de diagnóstico (Williams, 2014). São materiais 

que interagem com os tecidos nos quais são implantados, mantendo a sua estrutura 

e propriedades, sem provocar alterações no meio fisiológico envolvente (O’Brien, 

2011). 

 Dentre os compostos utilizados no preparo dos biomateriais, os polímeros têm 

destaque sendo largamente aplicados nessa finalidade. Biomateriais poliméricos são 

empregados como curativos em feridas cutâneas, substituintes ósseos e implantes, 

entre outros (Bernard et al., 2018; Saghazadeh et al., 2018). Especificamente os 

biomateriais preparados a partir de polissacarídeos são bastante atraentes e 

pesquisados, devido principalmente às propriedades biológicas que esses geralmente 

apresentam e questões relacionadas ao seu caráter eco-friendly. Polissacarídeos são 

macromoléculas comumente obtidas de fontes naturais (plantas, animais, fungos e 

algas) formadas por unidades de monossacarídeos unidas por ligações glicosídicas 

(Yu et al., 2018). Essas unidades podem apresentar diferentes grupos funcionais, 

como hidroxilas, aminas e/ou ácidos carboxílicos, as quais atribuem características 

físico-químicas e biológicas importantes aos polissacarídeos. Além disso, a estrutura 

altamente funcionalizada dos polissacarídeos permite a funcionalização e 
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derivatização dos mesmos, o que pode melhorar aspectos relacionados a 

processabilidade e aplicação (Barclay et al., 2019). 

Uma das aplicações dos biomateriais preparados a partir de polissacarídeos e 

seus derivados é como veículo em sistemas de liberação transdérmica de fármacos 

(SLTF) (Yewale et al., 2021). Diferente dos sistemas de liberação de fármacos 

convencionais, os SLTF evitam alguns efeitos adversos que alguns medicamentos 

podem apresentar ao realizar a passagem pelo trato gastrointestinal e realizam a 

entrega dos medicamentos de forma direta e controlada, no local alvo a ser tratado 

(Sabbagh and Kim, 2022). No tratamento de feridas cutâneas, por exemplo, é 

fundamental garantir uma liberação controlada dos fármacos e, especificamente, 

direta no leito da ferida. Geralmente, SLTF são compostos de pelo menos um agente 

ativo (fármacos, por exemplo) é um componente carreador, o qual é formulado 

utilizando polissacarídeos ou blendas desses com polímeros sintéticos (Sabbagh and 

Kim, 2022).  

Um polissacarídeo que tem demonstrado relevância no preparo de novos SLTF 

é o amido (St). Tal constatação reside no fato de que o St além de possuir 

características interessantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa 

toxicidade e baixo custo comparado a outros polissacarídeos (Sood et al., 2021). O St 

apresenta em sua estrutura química duas macromoléculas, a amilose e amilopectina, 

ambas formadas por cadeias poliméricas contendo unidades D-glicopiranose ligadas 

por ligações glicosídicas que podem sofrer diversos tipos de funcionalizações para a 

obtenção de diferente derivados (Lee and Hwang, 2023; Lopes et al., 2023). Em 

termos de processabilidade, o St in natura apresenta algumas características 

indesejáveis, como a insolubilidade em água a temperatura ambiente, viscosidade 

excessiva após o aquecimento e a tendência a retrogradação, o que pode limitar o 

seu uso (Montoya-Yepes et al., 2024). A derivatização do St surge como uma 

estratégia para superar essas limitações (Heinze et al., 2004). Normalmente, a 

derivatização é realizada por meios químicos, físicos e enzimáticos nos grupos 

hidroxilas presente na estrutura química do St, que servem como sítios ativos para a 

introdução de grupos funcionais (Compart et al., 2023), de moléculas (Cao et al., 2020) 

e até mesmo de polímeros (Sarder et al., 2022). 

Derivados como o amido catiônico (CSt) e o dialdeído amido (DAS), produzidos 

por meio de reações de eterificação e oxidação, respectivamente, apresentam 
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propriedades interessantes para serem empregados no preparo de novos SLTF. 

Ambos possuem grupos funcionais quimicamente ativos em sua estrutura, capazes 

de estabelecer ligações, sejam elas covalentes ou iônicas, com uma variedade de 

compostos bioativos, incluindo pequenas moléculas, peptídeos e DNA (Lemos et al., 

2021). O CSt possui grupos quaternários de amônio em sua estrutura, que podem 

interagir com compostos bioativos com caráter aniônico, no qual, há formação de um 

complexo estável por meio de interações eletrostáticas. Esses complexos têm o 

potencial de retardar a liberação do composto bioativo, proporcionando uma liberação 

controlada e prolongada (Ojogbo et al., 2020). Por outro lado, o DAS apresenta grupos 

aldeídos em sua estrutura química, os quais podem reagir por meio de reações 

nucleofílicas com grupos amina presente em compostos bioativos. Essa reação forma 

bases de Schiff, nas quais os sítios ativos intercalados encontrados na estrutura 

química do DAS são capazes de formar ligações dinâmicas, supramoleculares ou 

ligações reversíveis para formar redes reticuladas, conhecidas como caráter dinâmico. 

Este caráter pode ser utilizado para regular a liberação de fármacos a partir de SLTF 

(Lemos et al., 2021) ou formar sistemas reticulados como outros compostos (Aslzad 

et al., 2022).  

Considerando esses aspectos, essa Tese investiga se os derivados CSt e DAS 

podem ser aplicados no desenvolvimento de novos SLTF que sejam efetivos para o 

tratamento e atenuação de sintomas de enfermidades crônicas. A fim de validar essa 

proposição, novos materiais foram preparados e caracterizados combinando CSt ou 

DAS a outros polímeros. Ainda, diferentes metodologias de preparo (casting e 

impressão 3D) foram utilizadas no preparo dos materiais. A capacidade dos novos 

materiais em atuarem como carreadores de fármacos também foi avaliada, assim 

como seu desempenho frente à ensaios in vitro e in vivo. Para os ensaios in vivo, 

modelos animais de artrite reumatoide (AR) e dermatite atópica (DA) foram utilizados. 
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2. Objetivos 

 

Síntese de amido catiônico (CSt) e dialdeído amido (DAS) para o preparo de 

novos materiais aplicáveis como sistemas de liberação transdérmica de fármacos 

(SLTF). 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

− Executar estratégias químicas eficientes para a síntese do amido catiônico 

(CSt) e do dialdeído amido (DAS); 

− Associar os derivados de amido a outros compostos para o preparo de novos 

materiais a partir de diferentes metodologias; 

− Verificar a capacidade dos materiais preparados em atuarem como carreadores 

de fármacos; 

− Avaliar a eficiência do método de preparo e se as características dos materiais 

obtidos são adequadas para o uso dos mesmos como SLTF; 

− Determinar a eficiência de aplicação dos materiais preparados utilizando 

ensaios in vitro e in vivo. 
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CAPÍTULO II – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Biomateriais poliméricos 

 

Os biomateriais desempenham um papel fundamental no êxito dos dispositivos 

biomédicos e farmacêuticos, provendo novas possibilidades de ação e tratamento a 

diferentes situações e enfermidades (Chen and Liu, 2016). Atualmente, o termo 

biomaterial é utilizado para definir uma substância capaz de assumir uma forma, que 

mesmo sendo usada sozinha ou como parte de um sistema complexo, desempenha 

um papel fundamental para guiar os processos terapêuticos por meio do controle das 

interações com componentes do sistema fisiológico (Williams, 2014). Ainda como 

critério de classificação, os biomateriais devem ser materiais que, ao serem 

implantados nos tecidos, interajam com o meio mantendo a sua estrutura e 

propriedades originais, sem causar modificações significativas no meio fisiológico 

(O’Brien, 2011). Uma das características fundamentais para que o biomaterial possa 

ser utilizado, com maior eficiência, no ambiente fisiológico é a biocompatibilidade 

(Bernard et al., 2018). A biocompatibilidade está intimamente ligada com a interação 

que o biomaterial irá realizar com o meio fisiológico como, por exemplo, ser capaz de 

prevenir a contaminação microbiana, permitindo a troca gasosa e o escape de 

exsudato, ser flexível sendo capaz de ajustar-se ao contorno do corpo, fornece 

isolamento térmico adequado (Rahmati et al., 2020; Rogero et al., 2003). Dependendo 

dessa interação, esses materiais podem apresentar diferentes classificações, como 

ser bioabsorvível, bioativo, bioinerte ou biointolerantes (Guastaldi and Aparecida, 

2010; Hench and Polak, 2002; Ødegaard et al., 2020). Outras características 

importantes dos biomateriais é a biodegradabilidade, no qual, o material sofre a 

degradação ou é solubilizado em fluídos tissulares (desaparecendo do local de 

aplicação); e a velocidade de degradação do material, pois a taxa de degradação do 

material deve ser compatível com a taxa de crescimento/regeneração do tecido 

biológico, por exemplo em aplicações de engenharia tecidual (Song et al., 2018; 

Tabata, 2009).  

A biocompatibilidade e a biodegradabilidade também são, em geral, 

características essenciais na fabricação de biomateriais destinados aos sistemas de 

liberação de fármacos (Mehtani et al., 2019). Estes sistemas são projetados para 
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oferecer uma administração de fármacos precisa e eficaz. Ao permitir a liberação 

gradual e controlada dos fármacos, ao longo do tempo, esses sistemas de liberação 

podem melhorar a eficácia terapêutica, reduzir os efeitos adversos e promover a 

conformidade do paciente com o tratamento (Ezike et al., 2023). A característica 

biocompatível desses materiais é importante uma vez que ela limita reações adversas 

no corpo, como a toxicidade, processos inflamatórios ou rejeição pelo sistema 

imunológico tornando-os adequados a longo prazo (Trucillo, 2024). Por outro lado, a 

biodegradabilidade desses biomateriais inicia um processo de decomposição natural 

no corpo, permitindo sua eliminação sem haver a necessidade de uma intervenção 

externa para ocorrer a remoção (Fenton et al., 2018). Assim, um biomaterial contendo 

alguma dessas características pode garantir não apenas uma alta eficiência 

terapêutica, mas também uma segurança para que o fármaco seja liberado de forma 

gradativa. 

No entanto, essas características estão intrinsecamente ligadas à composição 

empregada na fabricação do biomaterial. Uma ampla gama de compostos pode ser 

utilizada para tal fim, como os metais, as cerâmicas, os polímeros e os compósitos 

(Oleksy et al., 2023). Esses biomateriais podem ser utilizados isoladamente ou até 

mesmo combinados uns com os outros, a fim de obter materiais com diferentes 

características e propriedades. Entretanto, os metais e as cerâmicas apresentam duas 

grandes desvantagens, como a pouca ou a falta da degradabilidade em um ambiente 

biológico e sua limitada processabilidade (Vaiani et al., 2023). Esses atributos são 

essenciais em algumas aplicações, por exemplo, na engenharia de tecidos (Asri et al., 

2017). Em contrapartida, os polímeros por apresentarem propriedades mais 

interessantes como, por exemplo, maior flexibilidade em termos de processabilidade, 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e resistência a ataques bioquímicos são 

amplamente utilizados no campo de aplicações biomédicas (Ulery et al., 2011). De 

modo geral, a composição e a estrutura dos polímeros permitem que os materiais 

desenvolvidos a partir dos mesmos sejam construídos para atenderem necessidades 

específicas para cada aplicação (Oliveira et al., 2009). Alguns polímeros possuem em 

sua estrutura grupos funcionais que podem sofrer hidrólise por exposição ao ambiente 

aquoso do corpo, e outros grupos podem se degradar por via celular ou enzimática 

(Mehtani et al., 2019). Ainda, esses grupos funcionais presentes nos polímeros podem 

ser úteis para funcionalização ou derivatização. Tais processos, têm o intuito de 
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melhorar certas limitações encontradas em alguns polímeros como, por exemplo, a 

baixa hidrofilicidade (Kanikireddy et al., 2020), atribuir propriedades que sejam 

interessantes do ponto de vista biológico (antioxidante (Luo et al., 2021), 

antimicrobiana (Gularte et al., 2019), etc.) e, também, proporcionar características que 

permitam modular a taxa de degradação dos biomateriais e liberação de fármacos 

(Nair and Laurencin, 2007). 

Tanto os polímeros sintéticos quanto os de origem natural podem ser usados 

para a fabricação de biomateriais. Os mais usados e que são dispersíveis em água 

incluem alguns polissacarídeos (alginato, amido), poli(ácido láctico), poli(álcool 

vinílico). Apesar dos materiais de origem natural apresentarem vantagens no 

reconhecimento biológico suportando positivamente a adesão celular, os mesmos 

podem conter impurezas patogênicas ou exibir imunogenicidade e limitações quanto 

a sua obtenção (Fang et al., 2022). Além disso, sua degradação enzimática pode 

afetar consideravelmente o tempo e a forma de degradação no meio fisiológico, 

dependendo do local onde estará enxertado o biomaterial (Nair and Laurencin, 2007). 

Por outro lado, os polímeros sintéticos podem ser produzidos em larga escala e 

dependendo de sua estrutura química são biodegradáveis e sofrem reabsorção 

metabólica. Eles também apresentam maior resistência mecânica, característica 

importante dependendo de qual finalidade será utilizado o biomaterial 

(Dhandayuthapani et al., 2011). Essas características os tornam opções valiosas para 

o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada de fármacos. 

Ainda, dentro da classe dos polímeros naturais, temos os polissacarídeos que 

são macromoléculas formadas a partir de unidades de monossacarídeos unidas por 

ligações glicosídicas. Os polissacarídeos além de serem amplamente encontrados e 

produzidos por plantas, animais e microrganismos alguns deles, também, apresentam 

importantes características que são promissoras para a produção dos biomateriais, 

como: a baixa toxicidade, a fácil disponibilidade e atividades biológicas (antitumorais, 

antioxidantes, antidiabéticos, antivirais, imunomoduladores, entre outras) (Zhang et 

al., 2024). 

 Apesar das características promissoras dos polissacarídeos na fabricação de 

biomateriais aplicáveis, por exemplo, na entrega de fármacos, um dos principais 

desafios enfrentados por esses sistemas é a baixa biodisponibilidade dos fármacos 

após a administração (Efthimiadou et al., 2015). Por esse motivo, os derivados dos 
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polissacarídeos estão sendo explorados como alternativas para o desenvolvimento de 

novos sistemas de liberação de fármacos. Essa abordagem visa não apenas melhorar 

a eficácia terapêutica, mas também garantir a segurança e a tolerabilidade aos 

processos terapêuticos (Chen et al., 2024; T. Liu et al., 2023; W. Wang et al., 2018).  

A derivatização de polissacarídeos pode ser realizada por meio de reações 

físicas, enzimáticas e químicas, no qual, ocorre modificações nas propriedades 

estruturais e conformacionais, incluindo a introdução de novos grupos funcionais que 

podem, com isso, melhorar propriedades relacionadas a solubilidade, aprisionamento 

de fármacos, melhorar a proliferação celular (Efthimiadou et al., 2015). A modificação 

física é um método convencional e depende, principalmente, das interações 

intermoleculares entre as moléculas de polissacarídeos para produzir novas 

estruturas, porém dependendo da força de interação ela pode ser reversível (Zhang 

et al., 2013). Na modificação enzimática apesar dos derivados serem produzidos por 

métodos seguros, os reagentes utilizados normalmente são de alto custo e produzem 

derivados com baixos rendimentos, o que torna esse método não atrativos para serem 

produzidos em escala industrial (Wang et al., 2023). Já a modificação química tem se 

mostrado um método viável e eficiente, além disso, tem sido amplamente utilizado na 

modificação de polissacarídeos usando reações químicas, tais como: sulfatação, 

selenização, oxidação seletiva, carboximetilação, entre outras (Apriyanto et al., 2022; 

Compart et al., 2023). Um polissacarídeo comumente utilizado na síntese de 

derivados com o objetivo de obter melhorar diferentes propriedades dos biomateriais 

é o amido (St), o qual será discutido com maior profundidade na próxima seção. 

 

2. Amido (St) e seus derivados 

 

O St é quantitativamente o carboidrato de armazenamento mais comumente 

encontrado na Terra e é produzido por plantas e algumas espécies de cianobactérias 

(Apriyanto et al., 2022). Além de desempenhar um papel fundamental como principal 

fonte de energia e nutrientes para plantas, animais e organismos humanos, o St 

também é utilizado como matéria-prima em diversas indústrias, incluindo a 

farmacêuticas, alimentícia e de embalagens (Kong et al., 2023).  

Estruturalmente, o St é biosintetizado na forma de grânulos semicristalinos e é 

um polissacarídeo composto por duas macromoléculas distintas: a amilose e a 
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amilopectina (Figura 1). A amilose é formada por cadeias lineares e é composta 

unidades de glicose unidas por ligações 𝛼-D-glicoses, enquanto a amilopectina é 

altamente ramificada, sendo constituída por unidades de glicose na cadeia principal 

unidas por ligações 𝛼(1→4) e nos pontos de ramificação, os meros de glicose são 

unidos por ligações 𝛼(1→6) (Willfahrt et al., 2019).  

 

 

Figura 1. Estrutura química da amilopectina e amilose, constituintes do amido (St). 

 

No St, a proporção da amilose e da amilopectina varia de acordo com a espécie 

de origem, impactando diretamente nas propriedades físico-químicas desse 

polissacarídeo. Um exemplo disso está na cristalinidade do St, caso a extração ocorra 

em espécies de milho a composição será entorno de 24% de amilose e 76% de 

amilopectina, com uma cristalinidade de até 48%. Já a batata apresenta valores de 

20% e 80% de amilose e amilopectina, respectivamente, com uma cristalinidade de 

até 53% (Ojogbo et al., 2020). Isso é justificado, pois a amilose possui uma estrutura 

linear com cadeias helicoidais que interrompem a ordem estrutural e levam a formação 

de domínios amorfos no St, enquanto as duplas hélices formadas pela ordenação das 

cadeias ramificadas da amilopectina, formam domínios cristalinos altamente 
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ordenados (Compart et al., 2021). Por haver essa combinação de domínios amorfos 

e cristalinos, os grânulos de amido extraído de diferentes espécies, apresentam 

diferentes percentuais de cristalinidade, sendo caracterizado como um polissacarídeo 

semicristalino. 

Em contato com a água a temperatura ambiente, os grânulos de St são 

dispersos e intumescem devido a difusão de água nas regiões amorfas, mas este é 

um processo reversível com a secagem. Ou seja, a proporção de amilose e 

amilopectina desempenha um papel importante no processo de absorção e retenção 

de moléculas de água. O St in natura que possui em seus grânulos altos percentuais 

de amilopectina, apresenta um intumescimento maior, mas não chegam a formar gel 

e, sim uma solução altamente viscosa (Ojogbo et al., 2020). No entanto, quando os 

grânulos de St dispersos em água a temperatura ambiente são aquecidos, há o 

afastamento entre as cadeias de amilose e amilopectina, ocasionando na perda de 

proporções de amilopectina o que causa a solubilização na forma de uma solução 

semelhante a um gel, irreversível. Esse processo é conhecido como gelatinização do 

St (Apriyanto et al., 2022). 

Na Figura 2 é possível observar uma ilustração referente ao processo inicial 

da derivatização do St denominada gelatinização, no qual, ocorre a perda da ordem 

estrutural do polissacarídeo devido ao aumento da temperatura do meio aquoso. Esse 

aumento na temperatura resulta na ruptura das ligações de hidrogênio existentes 

dentro dos grânulos, inicialmente nas regiões amorfas onde as ligações são mais 

fracas (Copeland et al., 2009). Durante essa ruptura, moléculas de amilose começam 

a ser lixiviadas dos grânulos, a medida em que ocorre o cisalhamento há o aumento 

da viscosidade da solução resultante. Esse aumento acontece até que há uma cisão 

das ligações glicosídicas dos grãos de St e, isso pode ser visivelmente observado pela 

diminuição da viscosidade da solução. Ao final desse processo, ao ser resfriado, o St 

começa a passar pelo processo de retrogradação. Essa etapa, ocorre quando as 

moléculas de St gelatinizados começam a se reorganizar, voltando a realizar 

interações intermoleculares, formando uma estrutura mais ordenada e, uma solução 

ainda mais viscosa. Isso irá influenciar na qualidade, textura e na estabilidade do 

produto produzido a partir desse processo de gelatinização (Falcão et al., 2022). Além 

disso, a proporção de amilose lixiviada durante esse processo atinge diretamente as 

propriedades mecânicas do material produzido. 
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Figura 2. Ilustração do processo da derivatização do St. Fonte: Adaptado de Sukhija 

et al., 2016. 

 

Embora o St in natura possua propriedades atraentes para ser um possível 

candidato para a formulação de novos biomateriais, por ser de baixo custo, 

biodegradável, ser extraído de fontes renováveis e ter uma boa biodisponibilidade; 

ainda existem certas limitações que podem dificultar o seu uso em escala industrial. 

Essas limitações, conforme já mencionado, estão associadas à sua insolubilidade em 

água a temperatura ambiente, processos de retrogradação, baixa estabilidade 

térmica, alta viscosidade e limitadas propriedades mecânicas após o processo de 

gelatinização (Ojogbo et al., 2020). Portanto, a fim de minimizar esses problemas e 

melhorar as suas aplicações, uma estratégia é realizar a modificação do St. 

As macromoléculas presentes nos grãos de St, apresentam em suas estruturas 

química grupos hidroxilas reativos, que podem atuar como pontos de ancoragem de 

para ser realizado modificações químicas, físicas e enzimáticas (Ogunsona et al., 

2018; Sujka and Wiącek, 2024; Tan et al., 2016). A modificação química permite o 

bloqueio ou a introdução de grupos funcionais, conferindo propriedades físicas e 

químicas desejáveis sem comprometer a integridade da cadeia polissacarídica do St. 

Devido à grande quantidade de grupos hidroxilas presentes nas macromoléculas 

desse polissacarídeo diferentes reações e processos podem ser utilizadas para a 

síntese de novos derivados, incluindo a eterificação, oxidação, acetilação, 

esterificação, enxertia polimérica, reticulação, siliação, hidrólise, entre outros 

(Apriyanto et al., 2022; Ojogbo et al., 2020; Watcharakitti et al., 2022).   
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De maneira geral, essas modificações químicas afetam diretamente as 

propriedades físico-químicas dos derivados do St e estão claramente relacionadas 

com o grau de substituição decorrentes dessas modificações. Por exemplo, Utrilla-

Coello et al., 2014 realizaram a hidrólise ácida do St de milho e, nesse tipo de 

modificação química o grau de substituição é calculado pela quantificação de amilose 

presente na estrutura do granulo. Os autores observaram que houve uma redução 

significativa da amilose, obtendo apenas 2,94% de amilose ainda presente no granulo 

de St modificado. Por consequência disso, houve um aumento na solubilidade do novo 

derivado em água a temperatura ambiente. Isso beneficiou um caráter hidrofílico para 

o novo derivado formulado, proporcionando assim, a possibilidade de fabricação de 

biomateriais que podem ser utilizados na liberação controlada de fármacos, visto que, 

polímero hidrofílicos podem fornecer um ambiente adequado para ocorrer 

mecanismos de intumescimento, dissolução ou erosão que determinam a cinética de 

liberação de compostos presentes nos biomateriais.  

Golachowski et al., 2020 sintetizaram o citrato de St por meio de reações de 

esterificação. Nessa modificação química, os autores observaram alterações nas 

propriedades do St, incluindo a redução da cristalinidade relativa do derivado, 

resultando em uma diminuição com a afinidade com a água, nos parâmetros de 

gelatinização e na viscosidade. No entanto, o novo derivado apresentou uma melhora 

na resistência à ação das enzimas amilolíticas, principal agente de degradação do 

amido. Entretanto, esse tipo de modificação beneficia a fabricação de biomateriais que 

precisam de uma taxa de degradação lenta. A regulação dessa taxa proporciona um 

biomaterial que consegue realizar a regeneração de tecidos ósseos de forma 

gradativa.      

Dependendo do tipo de grupo funcional introduzido por essas reações de 

modificação na estrutura do St, o derivado resultado pode ser utilizado na formação 

de redes tridimensionais, por meio de reticulações covalente e não covalente. A 

formação de materiais reticulados pode beneficiar o processo de formação de 

biomateriais com propriedades e características importantes para a regeneração 

tecidual, por exemplo (Dong et al., 2018; Qamruzzaman et al., 2022). Ainda, a 

combinação desses derivados com outros compostos químicos tem proporcionado a 

regulação da taxa de liberação de fármacos (Amaraweera et al., 2021).  
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Além disso, alguns derivados do St exibem uma gama de características 

atraentes para a aplicações médicas e farmacêuticas, incluindo as atividades 

antioxidantes, antimicrobiana e antibacteriana. Como no caso do St catiônico (CSt), 

obtido por Heinze et al., 2004 com grau de substituição de 1,5 além de apresentar 

solubilidade em água a temperatura ambiente, exibiu propriedades interessantes, tal 

como atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Já Yong et 

al., 2022 demonstraram em seus estudos que a fabricação de biomateriais contendo 

o DAS melhorou algumas propriedades inexistentes no material fabricado sem a 

presença desse derivado como, por exemplo, a atividade antioxidante. Considerando 

o que foi exposto e os exemplos da literatura, fica evidente a necessidade de explorar 

derivados capazes de melhorar ou atribuir novas características ao St in natura 

aprimorando assim a fabricação de novos biomateriais. 

 

3. Sistemas de liberação transdérmica de fármacos (SLTF) baseados em 

amido e seus derivados 

 

Os sistemas tradicionais de liberação de fármacos (comprimidos, xaropes, 

pomadas) muitas vezes apresentam certas limitações que podem inviabilizar a 

eficácia terapêutica ou até mesmo a segurança do tratamento (Adepu and 

Ramakrishna, 2021). Nos sistemas tradicionais (Figura 3), a eficácia terapêutica é 

alcançada com administração de múltiplas dosagens dos fármacos ao longo do 

tempo. No entanto, apesar da dosagem inicial, logo após administração do fármaco 

ser extremamente alta, depois de um certo período é possível observar um declínio 

na concentração dessa dosagem, sendo necessário uma nova administração do 

fármaco, para que o nível de efetividade seja mantido dentro da janela terapêutica 

(Park, 2014). Isso pode estar relacionado com a baixa biodisponibilidade, a 

metabolização prematura do fármaco e o descontrole da especificidade do local alvo.  
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Figura 3. Comparação das variações de concentração dos fármacos administrados 
por sistemas convencionais (comprimidos, xaropes e pomadas) e sistemas de 

liberação controla. Fonte: Adaptado de Pandey et al., 2019. 

 

Os sistemas de liberação de fármacos garantem que o ingrediente 

farmacêutico seja liberado de forma contínua e prolongada para alcançar a resposta 

terapêutica desejada para cada tipo de tratamento. Biomateriais a base de St, por 

exemplo, oferecem um mecanismo versátil para a obtenção de um sistema que 

consiga controlar a taxa de liberação de compostos farmacêuticos. A cinética de 

liberação desses biomateriais pode ser ajustada modulando diversos fatores, que 

estão relacionados a composição do material, a densidade de reticulação e os 

estímulos ambientais (Alshangiti et al., 2023; Lee and Hwang, 2023; Thang et al., 

2023). 

Um dos principais mecanismos de liberação de fármacos a partir de 

biomateriais a base de St é a difusão. Devido a hidrofilicidade que a maioria dos 

biomateriais apresentam, pode ocorrer a absorção e retenção de uma certa 

quantidade de fluídos (Malik et al., 2023). Essa absorção influencia diretamente na 

liberação dos fármacos, pois compostos farmacêuticos podem ser difundidos das 

matrizes dos biomateriais de regiões de alta concentração para regiões de menor 

concentração, até que se atinja um equilíbrio. Entretanto, a taxa de liberação irá 

depender de alguns fatores, tais como a concentração dos componentes utilizados 

para a fabricação do material, a densidade da matriz, porosidade e o ambiente que 

será utilizado o biomaterial (Lee and Hwang, 2023).  
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Por exemplo, a pele além de fornecer uma barreira protetora contra infecções 

e substâncias externas, pode ser utilizada como meio de administração de fármacos. 

Esse tecido é constituído por três principais camadas: a epiderme, derme e 

hipoderme. A epiderme é composta por cinco camadas anatômicas, sendo a camada 

mais externa conhecida como estrato córneo. É nessa camada onde ocorre o 

processo de difusão dos fármacos, no qual, compostos terapêuticos depositados 

nessa camada permeiam pelo estrato córneo para regiões interfolicular. Em seguida, 

as moléculas de fármacos difundem para o local alvo para então produzir o efeito 

terapêutico, antes de ser excretado na circulação sistêmica (Sabbagh and Kim, 2022).  

A tecnologia de SLTF é um método emergente que fornece produtos 

farmacêuticos a uma taxa eficaz, Figura 4. Esse sistema proporciona uma liberação 

controlada dos fármacos sob o tecido da pele e, ainda possibilita que o fármaco 

consiga alcançar a circulação sistêmica em uma determinada taxa e manter as 

concentrações clínicas reais por um longo período (Kim et al., 2021). Um SLTF pode 

realizar a entrega de fármacos diretamente no local alvo a ser tratado, minimizando 

os problemas de toxicidade sistêmica do tratamento medicamentoso convencional 

(administração oral, injetável ou na forma de pomadas de uso tópico) e aumentar a 

concentração efetiva do fármaco no local lesionado.  De modo geral, essa técnica não 

invasiva de administração de medicamentos através da pele, apresenta inúmeras 

vantagens, incluindo ser indolor, facilmente administrável, flexibilidade na 

administração, alta adesão no paciente (Sabbagh and Kim, 2022). 
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Figura 4. Ilustração da administração do fármaco nos sistemas de liberação 
transdermal e tratamento convencional. 

 

Estratégias promissoras têm sido desenvolvidas e relatadas na literatura, com 

relação ao uso do St e/ou de seus derivados como componentes base para a 

fabricação e biomateriais que possam ser utilizados como SLTF. Na Tabela 1, são 

ilustrados alguns exemplos desses dispositivos. 
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Tabela 1. Exemplos de estudos disponíveis na literatura que utilizaram amido e/ou 

derivados de amido para o preparo de sistemas de liberação transdérmica de 

fármacos. 

Composição Tipo de material 
Fármaco 

carregado 
Ref. 

Amido de milho Filme obtido por casting Clorexidina (Queiroz et al., 2020) 

Propil amido Nanopartículas 

Ácido 

flufenâmico, 

testosterona e 

cafeína 

(Santander-Ortega et al., 

2010) 

Carboximetil amido Filme obtido por casting Clonidina (Saboktakin et al., 2014) 

Amido de feijão 
Filmes obtido por 

irradiação UV 
Sulindac (Tak et al., 2019) 

Amido de feijão Scaffold obtido por 3DP Alopurinol (Kim et al., 2021) 

Amido de batata Nanopartículas 
Diclofenaco de 

sódio 
(El-Naggar et al., 2015) 

Amido catiônico Filme obtido por casting Metotrexato (Nornberg et al., 2022) 

Amido de trigo Microagulhas Insulina (Ling and Chen, 2013) 

Amido de batata Membrana Fluorouracil (Berkkan et al., 2021) 

Carboximetil amido Filme obtido por casting Dexametasona (Ishchenko et al., 2022) 

Carboximetil amido Microagulhas Curcumina (Cheng et al., 2020) 

Amido pré-

gelatinizado 
Filme obtido por casting Lidocaína (Waiprib et al., 2017) 

Amido catiônico Gel miR-197 (Lifshiz Zimon et al., 2018) 

Amido de feijão Scaffold obtido por 3DP Atenolol (Sabbagh and Kim, 2022) 

 

Os SLTF baseados em derivados do amido surgem como uma estratégia 

promissora para a encapsulação de diversas substâncias bioativas, como é o caso 

dos fármacos. Os sistemas de liberação formulados usando esse polissacarídeo e 

seus derivados e, fabricados com diferentes dimensões e técnicas de fabricação 

aparecem como potenciais alternativas para realizar a liberação controlada dessas 

substâncias. Esses exemplos, demonstram a importância do St in natura e da 

obtenção de seus derivados para serem utilizados na obtenção de materiais voltados 

para área farmacêutica e biomédica. Essas modificações, por exemplo, podem 

modular e adaptar as propriedades do St para que o mesmo possa ser utilizado como 

constituinte de SLTF.  
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CAPÍTULO III – SÍNTESE DE AMIDO CATIÔNICO E APLICAÇÃO NO PREPARO 

DE UM SISTEMA DE LIBERAÇÃO LOCAL DE METOTREXATO 

 

1. Introdução 

  

O amido catiônico (CSt) é um derivado do St que apresenta em sua estrutura 

química grupos carregados positivamente. Esse derivado é comumente sintetizado a 

partir de uma reação de eterificação onde ocorre a substituição (comumente parcial) 

dos grupos hidroxila do St por grupos funcionais carregados positivamente ou que em 

dadas condições possam adquirir carga positiva como, por exemplo, grupos amina, 

imina, sulfônicos, fosfônicos ou amônio quaternário (Anthony and Sims, 2013; Razali 

et al., 2012).  

Além de apresentar excelentes propriedades biológicas, como atividade 

antioxidante e antibacteriana, o CSt  também se destaca por sua boa solubilidade em 

meio aquoso à temperatura ambiente e por sua excelente capacidade de formação de 

filmes e membranas (Z. Wang et al., 2018). Devido à essas características, o CSt é 

utilizado no preparo de cápsulas, pastilhas ou emulsões que aplicáveis como sistemas 

de liberação controlada de fármacos como  ibuprofeno, ácido acetilsalicílico e 

metformina (Lefnaoui and Moulai-Mostefa, 2015; Mulhbacher et al., 2001). Embora 

essas características associadas ao CSt sejam atraentes para o preparo de SLTF, sua 

natureza altamente hidrofílica pode dificultar o controle do processo de liberação de 

fármacos em locais alvo, principalmente onde há fluídos fisiológicos (exsudato, por 

exemplo). Neste tipo de aplicação, as matrizes hidrofílicas são incapazes de alcançar 

uma liberação constante do fármaco durante todo o período de tratamento. Ainda, há 

uma diminuição na taxa de liberação do fármaco, ao longo do tempo, devido a uma 

mudança no comprimento da trajetória difusional que o mesmo executa (Bagde and 

Rohera, 2024). Por outro lado, a incorporação de outros compostos (poliméricos, 

cerâmicos, argilominerais) podem realizar o ajuste desta taxa de liberação em 

matrizes poliméricas preparadas a partir de compostos hidrofílicos (Hawthorne et al., 

2022). No caso do CSt, a incorporação de compostos que diminuam as ligações de 

hidrogênio intermolecular, pode beneficiar o processo de liberação do composto 

disperso na matriz, além de aumentar a estabilidade do mesmo (Tang et al., 2019). 

Um polímero que pode ser utilizado para esta finalidade é o poli(álcool vinílico) (PVA).   
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 O PVA é um exemplo de polímero sintético que possui em sua estrutura 

química inúmeros grupos hidroxilas, o que beneficia as interações físicas entre esse 

polímero e os grupos funcionais do CSt. Além de ser um polímero solúvel em água, 

possui excelente perfil para ser utilizado na produção de biomateriais, como: lentes 

de contato, microagulhas e curativos por apresentar baixa toxicidade, propriedades 

mecânicas atrativas e biocompatibilidade em meio biológico (Tekko et al., 2020). 

Devido à essas características, o PVA pode ser considerado um candidato promissor 

para o preparo de filmes poliméricos em conjunto com CSt, não sendo necessário o 

uso de agentes de reticulação. Espera-se que os filmes de CSt e PVA tenham 

características úteis para aplicação dos mesmos como SLTF, por exemplo, na 

liberação do fármaco metotrexato (MTX), utilizado no tratamento de AR. 

O MTX é um fármaco promissor na inibição e na desaceleração da taxa de 

destruição articular, reduzindo a inflamação iniciada por citocinas pró-inflamatórias 

comuns na AR (Friedman and Cronstein, 2019). Apesar da alta eficiência do MTX, 

quando administrado via oral, ele altera os principais componentes da microbiota oral 

e intestinal, afetando a resposta inflamatória associada aos danos ao epitélio da 

mucosa (W. Wang et al., 2018). Outra forma de administração do MTX é de maneira 

intra-articular, ou seja, o fármaco é liberado diretamente na cavidade sinovial de uma 

articulação (Tada et al., 2019). No entanto, estudos demonstram que é preciso altas 

concentrações ou diversas aplicações para que o MTX seja eficiente no local afetado, 

o que além de obter uma curta tempo de eficiência terapêutica, também aumenta o 

risco de infecção (Bogusz et al., 2019; Tekko et al., 2020; W. Wang et al., 2018). Como 

alternativa para contornar essas limitações associadas à rápida liberação e altas 

concentrações do MTX, o uso de SLTF se mostra interessante uma vez que o mesmo 

pode regular a liberação desse fármaco e direcionar a sua entrega em locais alvo. 

Ainda, o uso de um SLTF pode minimizar os efeitos adversos causados pelo MTX ao 

trato gastrointestinal decorrentes do uso oral, além de proporcionar um método indolor 

e minimamente invasivo de administração (Ciro et al., 2019; Gularte et al., 2020). Em 

suma, esses sistemas podem prolongar a ação terapêutica do MTX no local tratado. 

Tais características são essenciais para o tratamento da AR, devido à sua facilidade 

de se depositar no local que será realizado o tratamento para que, posteriormente, 

ocorra o fornecimento do fármaco por uma liberação contínua, inibindo a proliferação 

de citocinas pró-inflamatórias (Tada et al., 2019).  



37 
 

Considerando todos esses aspectos, este capítulo descreve o preparo de 

filmes de CSt/PVA via casting como estratégia para a incorporação e a entrega do 

MTX. Os filmes preparados foram testados in vivo utilizando um modelo de AR em 

camundongos a fim de validar a eficiência dessa abordagem. Ainda, como forma de 

ampliar a resposta biológica dos filmes CSt/PVA carregados com MTX no tratamento 

e atenuação dos sintomas da AR, sulfato de condroitina (ChS) foi incorporado à 

formulação dos mesmos. A AR, uma patologia autoimune crônica e sistêmica é 

caracterizada pela presença de hiperplasia sinovial e inflamação crônica (Xia et al., 

2020). Por conta destas características, ocorrem à interrupção da homeostase imune 

e falta do mecanismos de vigilância imunológica do hospedeiro, o que leva a 

destruição progressiva da cartilagem que envolve os ossos, além da secreção 

excessiva de citocinas e olefinas pró-inflamatórias que ajudam no progresso da 

doença (Garg et al., 2016). Os pacientes que possuem essa doença são tratados, 

principalmente, por meio de terapias medicamentosas e de cirurgias. Normalmente, 

as terapias medicamentosas fazem o uso de fármacos anti-inflamatórios não 

esteroidais e glicocorticóides. Estudos demonstram que a AR afeta principalmente 

pessoas do sexo feminino, por estar diretamente relacionada com os hormônios 

sexuais, como o estrogênio, que apresentam efeito regulador imunológico (Raine and 

Giles, 2022). Além disso, alterações causadas por infecções microbianas e 

bacterianas, principalmente, na microbiota intestinal influenciam no aumento do 

processo inflamatório da doença.  Por sua vez, o ChS que é um glicosaminoglicano 

(GAG) predominantemente encontrado na matriz extracelular, especialmente ao redor 

da cartilagem, pele, vasos sanguíneos, ligamentos e tendões (Largo et al., 2010), 

possui um papel importante na redução de sinais e sintomas de sinovite, prevenindo 

a infiltração de células inflamatórias, formação de tecido granulado, destruição da 

cartilagem articular e redução do edema (Mahtab et al., 2020). O ChS se destaca por 

suas propriedades anti-inflamatórias, que podem ser benéficas para reduzir o 

processo inflamatório associado a AR. Este GAG é capaz de diminuir as 

concentrações de diversos agentes pró-inflamatórios, incluindo o fator nuclear kappa 

B (NF-kB), a proteína C reativa (PCR) e o interleucina-6 (IL-6) (Siddiqui et al., 2024). 

Essa capacidade  de modular a resposta inflamatória pode ajudar a aliviar os sintomas 

e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com AR. 
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 Considerando o exposto, temos como hipótese que associação desses 

polímeros (CSt, PVA e ChS) resulte em um material capaz de controlar e modular a 

taxa de liberação do fármaco MTX reduzindo assim o processo inflamatório gerado 

pela AR.  

 

2. Experimental 

 

2.1. Materiais 

 

Amido de arroz, com 6% de amilose determinada por Colussi et al., 2014 foi 

gentilmente doado pelo LabGrãos/UFPel (Pelotas, Brasil). Poli(álcool vinílico) (PVA) 

98% hidrolisado e Mw de 124.000 g mol-1, sal sódico de sulfato de condroitina A (ChS) 

da traqueia bovina (Mw 20.000‒30.000 g mol-1), (3-cloro-2-hidroxilpropil)cloreto de 

trimetilamônio (CHPTAC) e hidróxido de sódio (NaOH) foram comprados da Sigma-

Aldrich (EUA). Etanol (P.A.) e ácido clorídrico (HCl) foram comprados da Synth 

(Brasil). Metotrexato (MTX, 99%) foi adquirido da Libbs Pharmaceutical (Brasil). 

Metanol foi adquirido da Dinâmica (Brasil). Acetonitrila (grau HPLC) foi adquirida da 

LiCHrosolv (Darmstadt, Alemanha). Trietanolamina foi comprada da Vetec (Brasil). O 

hidrogel Carbopol Ultrex® foi adquirido da Galena (Brasil). Todos os outros reagentes 

e solventes eram de grau analítico e usados como recebidos sem uma purificação 

adicional. 

 

2.2. Animais 

 

 Camundongos Swiss, machos e adultos (dois meses de idade, 25‒35 g), foram 

obtidos no Biotério Central da UFPel (Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas 

plásticas, com o biotério climatizado (22 ± 2 ºC), sob ciclo de 12 h de luz e 12 h escuro 

(as luzes foram acesas às 7 h). Uma dieta comercial de roedores e água filtrada foram 

fornecidas ad libitum. Os camundongos foram adaptados à sala de experimentação 

uma semana antes do início dos experimentos. O protocolo experimental foi aprovado 

pela Comissão de Cuidado e Utilização de Recursos Experimentais da UFPel (Brasil), 

filiada ao Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal, e registrada com 

o número 22123-2020. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de 
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acordo com o Guia dos Institutos Nacionais de Saúde para o Cuidado e Uso de 

Animais de Laboratório (NIH Publications No. 823, revisado em 1978), além disso, 

todos os esforços foram feitos para reduzir o número de animais usados e o seu 

desconforto. 

 

2.3. Síntese do amido catiônico (CSt) 

 

 O derivado CSt foi sintetizado de acordo com o procedimento relatado por 

Gularte et al., 2020 (Esquema 1). Resumidamente, num frasco de 50 mL foram 

adicionados 1500 mg de amido de arroz, 5000 mg de NaOH (razão mássica 

amido/NaOH igual a 1,0:3,3) e 50 mL de água destilada. A mistura reacional foi 

deixada por 1 h, sob agitação magnética à temperatura ambiente (~ 25ºC). Em 

seguida, uma solução de CHAPTC (1600 µL) com pH ajustado para 12, foi adicionada 

ao frasco reacional, permanecendo sob agitação a 60 °C por 24 h. Após isso, a reação 

foi resfriada até a temperatura ambiente. O produto foi recuperado por precipitação da 

solução em etanol e seco em estufa a 40 °C.  

 

 

Esquema 1 

 

O teor de nitrogênio (N) do CSt foi determinado pelo método Şen et al., 2017, 

e o grau de substituição (DS) foi calculado pela Equação 1, na qual 162 g mol-1 é a 

massa molecular da unidade de anidroglicosídica do amido, N é o teor de nitrogênio 

da amostra CSt determinada pelo método Kjeldahl, e 154,64 g mol-1 é o massa molar 

do CHPTAC. A determinação do DS foi realizada em triplicata. Com a equação foi 

possível observar que o DS médio para o CSt sintetizado foi de 0,7. Esse resultado é 

comparável com outros estudos que utilizaram um procedimento semelhante para a 

síntese de CSt (Chemelli et al., 2020; Killinger et al., 1995; Şen et al., 2017). 
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𝐷𝑆 =
162 𝑥 𝑁

1400 − (154,65 𝑥 𝑁)
 

 

 

2.4. Preparo dos filmes CSt/PVA e CSt/PVA/ChS 

 

 Num frasco reacional de 50 mL, o CSt (100 mg) foi solubilizado em água 

destilada (5 mL), permanecendo sob agitação magnética à temperatura ambiente até 

a sua total solubilização (~15 min). Em outro frasco foi feita a solubilização do PVA 

(1000 mg) em água destilada (15 mL) utilizando agitação magnética e uma 

temperatura de 80 °C. Em seguida, as soluções de CSt e PVA foram misturadas e 

homogeneizadas sob agitação magnética branda (100 rpm) por 3 h à temperatura 

ambiente. Vale informar que a proporção mássica entre CSt e PVA foi estipulada a 

partir de estudos prévios de otimização (Gularte et al., 2020). Após a obtenção de uma 

solução homogênea, a mesma foi vertida em uma placa de Petri (85 x 10 mm), que 

foi posteriormente mantida em uma estufa a 40 °C por 24 h para evaporação do 

solvente (casting). 

 Em paralelo, os filmes CSt/PVA contendo ChS (denotados como CSt/PVA/ChS, 

respectivamente) foram preparados usando um protocolo semelhante, mas com 

pequenas modificações. Após a homogeneização da solução de CSt/PVA, 55 mg de 

ChS (1 m/m-% em relação à massa total de CSt e PVA) foram adicionados ao frasco 

reacional, permanecendo sob agitação branda (100 rpm) por 3 h. Posteriormente, a 

solução foi vertida numa placa de Petri (85 x 10 mm) e o solvente foi evaporado em 

uma estufa a 40 °C por 24 h. 

 

 

2.5. Preparo dos filmes CSt/PVA-MTX e CSt/PVA/ChS-MTX 

 

 A fim de realizar a dispersão do MTX na matriz polimérica, diferentes 

concentrações do fármaco (1 e 5 m/m-% em relação à massa total de polímeros) foram 

adicionadas em soluções de CSt/PVA e CSt/PVA/ChS, mantendo-se sob agitação 

magnética durante 1 h à temperatura ambiente. Em seguida, as soluções foram 

vertidas em placas de Petri e secas em estufa a 40 °C por 24 h. As concentrações 

(1) 
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iniciais foram determinadas, levando em consideração o limite de dosagem 

terapêutica do fármaco, garantindo que não excedesse a dose terapêutica 

recomendada (Bello et al., 2017). A composição de todas as amostras de filmes 

preparadas estão e a codificação das amostras são descritas na Tabela 2, mostrada 

a seguir. 

 

Tabela 2. Composição e codificação das amostras de filme preparadas (carregadas 
ou não com MTX). 

Filme 
CSt 

(mg) 

PVA 

(mg) 

ChS 

(mg) 

MTX 

(mg) 

MTX 

carregado 

(m/m-%)a 

CSt/PVA 100 1000 - - - 

CSt/PVA-MTX1 100 1000 - 11 1 

CSt/PVA-MTX5 100 1000 - 55 5 

CSt/PVA/ChS-MTX1 100 1000 55 11 1 

CSt/PVA/ChS-MTX5 100 1000 55 55 5 

      a Percentual relação à massa total de polímeros utilizada no preparo do filme. 

 

 A fim de auxiliar na visualização e interpretação dos resultados, as estruturas 

químicas do PVA, ChS, e MTX são ilustradas abaixo no Esquema 2. 

 

 

Esquema 2 
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3. Caracterização 

 

O composto sintetizado CSt e as diferentes amostras (CSt/PVA, CSt/PVA-MTX, 

CSt/PVA/ChS e CSt/PVA/ChS-MTX) foram caracterizados pelas técnicas de 

espectroscopia no  infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difração de 

raios-X (DRX) e análises termogravimétricas (TGA). Além dessas técnicas de 

caracterização, outros parâmetros como teor e distribuição do fármaco nos filmes, 

propriedades estudos de permeação foram avaliados em parceria com o Laboratório 

de Tecnologia Farmacêutica da UFSM e são detalhados a seguir. 

 

3.1. Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)   

 

A composição química dos filmes preparados foi avaliada por FTIR utilizando 

um equipamento da marca Shimadzu, modelo IR-Affinity-1 (Japão). Para as análises, 

foram preparadas pastilhas contendo as amostras sólidas previamente maceradas e 

misturadas com KBr anidro. As análises foram realizadas em um intervalo de 

comprimento de onda de 400 a 4000 cm-1 com 80 varreduras por  amostra. 

 

3.2. Difração de raios-X (DRX)   

  

As análises de DRX foram realizadas em convênio com outra instituição 

(CEME-Sul/FURG de Rio Grande). As medidas de DRX foram feitas em um 

difratômetro da marca Siemens, modelo D500 (Alemanha), equipado com uma fonte 

de radiação Cu-Kα (≈ 1,54 Å), utilizando uma tensão de 40 kV e uma corrente de 1,75 

mÅ. As medidas foram feitas em um ângulo de varredura (2θ) de 5 a 80°, com 

resolução de 0,02° e velocidade de varredura de 2° min-1. As amostras foram 

analisadas na forma de pó. 

  

3.3. Análises termogravimétricas (TGA) 

  

As análises termogravimétricas (TGA) foram realizadas no equipamento SDT 

Q600, da marca TA Instruments, modelo TA60 (EUA) em uma faixa de temperatura 

de 30 a 500 °C, sob um fluxo de N2(g) de 100 mL min-1, a uma taxa de aquecimento de 
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10 °C min-1. Amostras com peso entre 0,1‒10,0 mg foram pesadas previamente e 

colocadas em um porta amostras antes da análise. 

 

3.4. Cromatografia líquida de alta eficiência (HPCL-UV/Vis)  

 

 A quantidade de MTX efetivamente dispersas nos filmes foi avaliada de acordo 

com a metodologia descrita por (Macedo et al., 2021), porém com algumas 

modificações. Um sistema de HPLC Shimadzu LC-10AT (Japão) equipado com uma 

bomba LC-20AT, um detector UV-VIS SPD-M20A, um controlador de sistema CBM-

20A e um injetor automático de amostra de válvula SIL-20A HT foi usado para a 

análise. A separação foi realizada a temperatura ambiente usando a coluna Gemini 

C18 Phenomenex (150 mm x 4,6 mm, 5 µm) acoplada a uma coluna de guarda C18. 

A fase móvel isocrática consistia em tampão de fosfato de potássio (pH 3, 15 mmol L-

1) e acetonitrila (85:15, v/v-%) corrido a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min-1 e o MTX foi 

detectado a 303 min. 

 

3.5. Teor de MTX e homogeneidade dos filmes 

 

 Para a extração do MTX dos filmes, porções dos filmes (1 x 1 cm) foram 

cortadas e previamente pesadas (aproximadamente 30 mg). Cada amostra foi 

colocada em um frasco volumétrico (25 mL), dispersa em 25 mL de água destilada e 

mantida sob agitação magnética por 20 min. Após esse período, para amostras com 

concentração de 1 e 5 m/m-% de MTX, uma alíquota de 2 e 4 mL foram coletadas dos 

frascos volumétricos, respectivamente. Posteriormente, ambas as amostras foram 

diluídas em 10 mL de água destilada. A solução final das amostras, foram filtradas 

usando uma membrana de 0,45 µm e injetadas no equipamento de HPLC para que 

fosse obtido a quantificação. A avaliação foi realizada em triplicatas. A 

homogeneidade do fármaco nos filmes foi avaliada em três seções de cada lote de 

filme quantificado com a mesma metodologia.   
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3.6. Estudo de permeação in vitro 

 

 O estudo de permeação do MTX a partir dos filmes foi realizado utilizando as 

células verticais de difusão de Franz e a pele da orelha de um suíno como uma 

barreira biológica. Os implantes de pele foram extraídos e fixados cuidadosamente 

nas células de difusão, com o estrato córneo voltado para cima, para o compartimento 

do doador. O meio receptor consistiu em uma solução tampão de fosfato com pH 7,4 

que foi mantido sob agitação magnética a 37 °C (n = 6). Cortes de 1,0 x 1,0 cm das 

formulações de filmes selecionados (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) foram 

aplicados na superfície da pele e umedecidos com 100 µL de solução tampão. Após 

12 h, as amostras de filme foram removidas e o tecido e o meio receptor foram 

analisados. A pele foi dissecada em camadas para a quantificação do MTX. O estrato 

córneo (SC) foi separado pela técnica de strip stripping, com 18 fitas (Flax®). A 

epiderme viável (VE) e a derme (DE) foram separadas por exposição do tecido em 

banho-maria a 60 °C por 45 s. O meio receptor, também, foi quantificado para avaliar 

se haveria resíduos de MTX na solução. O composto foi extraído das camadas da 

pele com metanol (24 mL para SC, 1 mL para VE e 2 mL para DE), seguido por mistura 

de vórtice (2 min) e sonicado (15 min). Cada amostra foi filtrada através de uma 

membrana de celulose de 0,45 µm e injetada (50 µL) no sistema de HPLC e 

quantificada pelo método descrito anteriormente (seção 3.4). Este método também foi 

validado para determinar a especificidade do MTX para este experimento. A 

especificidade foi testada com amostras de fita e pedaços de pele inteira, as quais 

foram submetidas ao mesmo protocolo experimental e posteriormente analisadas em 

sistema de HPLC. Nenhuma interferência no cromatograma do MTX foi observada. 

   

3.7. Estudos in vivo 

 

3.7.1. Modelo de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund 

(CFA) em camundongos 

 

O desenho experimental para experimentos in vivo realizado em parceria com 

o LaFarBio (UFPel) está ilustrado na Figura 4. Primeiramente, os animais foram 
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divididos aleatoriamente em seis grupos independentes (n = 7 animais/grupo), 

conforme descrito na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Grupo de animais utilizados no design do experimento in vivo. 

Grupo Descrição 

1 Controle 

2 CFA 

3 CFA + MTX 

4 CFA + filme CSt/PVA-MTX5 

5 CFA + filme CSt/PVA/ChS-MTX5 

6 CFA + filme CSt/PVA 

 

No dia 1 do protocolo experimental, foram realizadas avaliações do limiar e da 

latência da retirada da pata dos animais por meio dos testes do von-Frey e da placa 

quente, respectivamente. Em seguida, para estabelecer um modelo de artrite 

monoarticular em camundongos, uma injeção intraplantar de Adjuvante de Freund 

Completo (CFA) (1 mg mL-1 de Mycobacterium tuberculosis em óleo de parafina) foi 

administrada, conforme o protocolo previamente estabelecido (Omorogbe et al., 

2018). Uma injeção subcutânea contendo 0,1 mL de CFA foi então administrada na 

pata traseira direita de cada camundongo em todos os grupos experimentais, exceto 

o grupo controle. Os animais controles (Grupo 1) receberam injeção de 0,1 mL de soro 

fisiológico no mesmo local. 

 Quatorze dias após a imunização com CFA, os animais foram submetidos a 

testes comportamentais para verificar a sensibilidade mecânica e térmica, 

confirmando o desenvolvimento de dor. Após isto, os camundongos dos Grupos 1, 2 

e 3 (controle, CFA e CFA + MTX) foram tratados por via oral, com solução salina (10 

mL kg-1) ou MTX na dose de 5 mg kg-1, nos dias 15, 18 e 21 estipulado no protocolo 

experimental. Para os grupos 4 a 6, a pele dorsal de cada animal foi preparada com 

raspagem e, em seguida, os filmes de CSt/PVA-MTX, CSt/PVA/ChS-MTX e CSt/PVA 

(2,0 cm altura x 2,0 cm de comprimento, com aproximadamente 60 mg) foram 

aplicados nesta área com o auxílio de uma fita micropore, nos mesmos dias 

mencionados com os grupos 1 ao 3. A eficácia das formulações dos filmes foi avaliada 

através da sensibilidade mecânica e térmica nos dias 18 e 21 do experimento. 
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 No dia 22, vinte e quatro horas após o último tratamento, os animais foram 

sacrificados por inalação do anestésico isoflurano. Foram coletas as patas traseiras 

direitas de cada camundongo e as amostras foram rapidamente congeladas a -20 °C 

para análises bioquímicas adicionais. 

 

 

Figura 5. Ilustração do design experimental in vivo. 

 

3.7.2. Avaliação da sensibilidade mecânica 

 

A sensibilidade mecânica dos animais foi avaliada utilizando um analgesímetro 

eletrônico (Insight, Ribeirão Preto, SP, Brasil). Este dispositivo é composto por um 

transdutor de pressão específico da pata, conectado a um aparelho. Inicialmente, os 

animais foram aclimatados por 30 min em câmaras individuais de plástico 

transparente, localizadas em uma plataforma elevada com tela de arame que permite 

o acesso à superfície plantar das patas. Esse teste consiste em evocar um reflexo de 

flexão da pata traseira por meio de um transdutor de força manual adaptado com ponta 

de polipropileno. O limiar da retirada da pata foi determinado aplicando-se uma 

pressão progressiva e constante perpendicularmente no centro da superfície plantar 

da pata traseira, até que o animal retirasse a pata. Após essa resposta, a intensidade 

da pressão foi registrada automaticamente. Os resultados foram expressos como 

limiar de retirada da pata (g). 
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3.7.3. Avaliação da sensibilidade térmica 

 

Os reflexos da dor em resposta ao estímulo térmico no teste da placa quente 

foram avaliados de acordo com o método de (Macdonald et al., 1946). Os 

camundongos foram colocados individualmente em uma placa de superfície metálica 

aquecida (52 ± 1 ºC), que foi circundada por uma gaiola de acrílico transparente. O 

tempo entre a colocação do animal no aparelho e o evento de resposta nociceptiva 

(pular da superfície, sacudir ou lamber as patas traseiras) foi registrado. Para evitar 

qualquer lesão nas patas dos animais, um tempo de corte de 45 s foi estabelecido. Os 

resultados foram expressos como latência (s) de retirada da pata. 

 

3.7.4. Estimativa dos parâmetros inflamatórios 

 

3.7.4.1. Avaliação do edema da pata 

 

No dia 22 do protocolo experimental, os animais foram sacrificados e ambas as 

patas traseiras foram cortadas na articulação do tornozelo e pesadas na balança 

analítica. O edema da pata foi medido pela diferença entre a pata direita (tratamento 

com CFA) e a pata esquerda (tratamento com veículo) e os resultados foram 

expressos em mg. 

 

3.7.4.2. Estimativa da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

 

Para este ensaio, as amostras das patas foram homogeneizadas em PBS (20 

mmol/L, pH 7,4) contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 0,1 mmol L-1). 

Em seguida, os tecidos homogeneizados foram sonicados por 2 min, congelados e 

descongelados (três vezes). Logo após a etapa de homogeneização, as amostras 

foram centrifugadas a 2.000g por 15 min, no qual foi coletado o sobrenadante (S1). 

Em seguida, a fração S1 também foi centrifugada a 14.000g por 30 min a 4 °C para 

produzir um produto (P2) que foi ressuspenso em um meio contendo tampão de fosfato 

de potássio (50 mmol L-1, pH 6,0) e brometo de hexadeciltrimetil amônio (0,5 m/v-%) 

antes de realizar o ensaio enzimático. Seguindo o método previamente descrito 
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(Suzuki et al., 1983), utilizou-se uma alíquota de P2 ressuspensa e adicionado a um 

meio contendo o tampão de ressuspensão, bem como N,N,N',N'-tetrametilbenzidina 

(1,5 mmol L-1). A atividade cinética do MPO foi iniciada após a adição de H2O2 (0,01 

v/v-%), e a reação de cor foi medida por espectrofotometria a λ = 655 nm a 37 °C. Os 

resultados foram expressos como densidade óptica (DO)/mg de proteína/min. 

 

3.7.5. Estimativa dos marcadores de estresse oxidativo 

 

3.7.5.1. Preparo da amostra 

 

As amostras de pata foram homogeneizadas (1:10 m/v) em tampão Tris-HCl 

(50 mmol L-1) a pH 7,4. O tecido homogeneizado foi, então, centrifugado a 2.500x g 

por 10 min a 4 ºC e o sobrenadante (S1) foi utilizado para as análises bioquímicas. A 

concentração de proteína em S1 foi estimada de acordo com o método descrito por 

Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA, 1 mg mL-1) como 

padrão. A cor foi medida por espectrofotometria a λ = 595 nm. 

 

3.7.5.2. Ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) 

 

O ensaio do TBARS foi realizado para determinar indiretamente os níveis de 

malondialdeído (MDA), um importante marcador de peroxidação lipídica. Conforme 

descrito anteriormente por Ohkawa et al., 1979 o MDA reage com o ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA) sob condições ácidas e altas temperaturas para produzir o 

cromógeno. As alíquotas de S1 foram incubadas com TBA (0,8 m/v-%), tampão de 

ácido acético (pH 3,4) e dodecil sulfato de sódio (SDS, 8,1 m/v-%) por 2 h a 95 ºC. A 

reação com cor foi medida a λ = 532 nm e os resultados foram expressos como nmol 

de MDA/mg de tecido, respectivamente. 

 

3.7.4.3. Conteúdo de tiol não proteico (NPSH) 

 

O conteúdo de NPSH, uma defesa antioxidante não enzimática, foi 

determinado pelo método de Ellman, 1959. Resumidamente, S1 foi misturado (1:1) 
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com ácido tricloroacético (TCA), (10 v/v-%). Após a centrifugação (3.000g por 10 min), 

uma alíquota de sobrenadante contendo grupos -SH livres foi adicionada em tampão 

de fosfato de potássio (1 mmol L-1) pH 7,4 e ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, 

10 mmol L-1). A reação com cor foi medida a λ = 412 nm e os níveis de NPSH foram 

expressos como nmol de NPSH/g lenço de papel. 

 

3.8. Análise estatística 

 

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de D'Agostino 

e Pearson. Os dados foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) 

seguida do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas no software 

GraphPad® (EUA). Os dados são expressos como média ± erro padrão da média 

(S.E.M.). O teste Post Hoc foi realizado apenas quando o valor F atingiu o nível 

necessário de significância estatística (p < 0,05) e quando os dados foram 

considerados homogêneos.  

 

4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Caracterização dos filmes preparados 

 

 A Figura 6 exibe imagens fotográficas dos filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX5, 

CSt/PVA/ChS e CSt/PVA/ChS-MTX5 após o processo de secagem. Ambas as 

amostras mostram a formação de filmes com superfícies aparentemente lisas e 

regulares. Além disso, observa-se uma alteração no espectro visual dos filmes 

contendo o fármaco em comparação com aqueles sem o fármaco. 
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Figura 6. Imagens fotográficas dos filmes de CSt/PVA, CSt/PVA/ChS, CSt/PVA-MTX 
e CSt/PVA/ChS-MTX. 

 

Após a formulação dos filmes CSt/PVA-MTX (1 e 5 m/m-%) e CSt/PVA/ChS-

MTX (1 e 5 m/m-%), os parâmetros de eficiência de encapsulação e a 

homogeneidade, foram avaliados em colaboração com o Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os resultados dessas 

análises estão dispostos na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Teor de MTX nos filmes preparados. 

Filmes Teor de MTX  (%) 

CSt/PVA-MTX1 104,5 ± 7,6 

CSt/PVA-MTX5 68,4 ± 1,3 

CSt/PVA/ChS-MTX1 110,5 ± 10,2 

CSt/PVA/ChS-MTX5 70,4 ± 1,4 

 

As amostras de filmes com menor teor de MTX carregado (CSt/PVA-MTX1 e 

CSt/PVA/ChS-MTX1) apresentaram maior eficiência de encapsulação (104,5% e 

110,5%, respectivamente). Esses resultados indicam que os filmes preparados com 1 

m/m-% de MTX apresentam valores aproximados das doses terapêuticas 

recomendadas, do que quando comparadas com os filmes preparados com 5 m/m-% 
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de MTX (Patrick, 2002). Por outro lado, mesmo que as amostras com maior teor de 

MTX (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) tenham apresentado menor eficiência 

de encapsulação (68,4% e 70,4%, respectivamente), foi possível observar uma maior 

homogeneidade do fármaco nos filmes preparados, quando comparadas com as 

amostras com menor teor de fármaco carregado. Essa homogeneidade é um critério 

importante para os SLTF, pois a mesma quantidade de fármaco poderá ser 

encontrada em qualquer parte do filme, atribuindo uma maior confiabilidade 

relacionada a dose que será utilizada durante o tratamento. Além disso, conforme 

observado, a presença de ChS não causou diferença significativa nos valores 

calculados para as amostras contendo a mesma quantidade de MTX. Em vista disso, 

os filmes com menor eficiência de encapsulação e com maior homogeneidade, 

CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5, foram selecionados para realizar as análises 

de caracterização e os experimentos in vitro e in vivo do fármaco MTX.  

Os experimentos de permeação cutânea do fármaco MTX, foram realizados a 

fim de estimar o perfil de distribuição do fármaco nas diferentes camadas da pele. 

Neste estudo, foram utilizadas orelhas de suínos e os resultados podem ser 

observados na Figura 7. Os resultados demonstraram que ambas as amostras de 

filme (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) apresentaram permeação uniforme do 

fármaco em ambas as camadas da pele. Esse resultado corrobora com os resultados 

obtidos nos testes de homogeneidade do filme, visto que, nas camadas adjacentes ao 

local onde foi depositado o filme foi possível observar uma permeação constante do 

fármaco em ambas as camadas. Na aplicação local com doses farmacêuticas, o 

principal desafio é vencer a barreira da pele para que o medicamento administrado 

seja eficiente. Além disso, pode ser observado uma maior concentração do MTX no 

centro do local onde foi liberado o fármaco, sugerindo que a formulação pode 

proporcionar uma absorção sistêmica do fármaco. Para as amostras CSt/PVA-MTX5, 

a permeação máxima foi calculada em 62,0%, enquanto para os filmes CSt/PVA/ChS-

MTX5 a permeação máxima foi de 58,3%. Entretanto, esses valores foram 

estatisticamente semelhantes. Além disso, o pH dos meios foi selecionado, levando 

em consideração o pH fisiológico, desde a administração cutânea dos filmes visando 

uma ação sistêmica. Ainda, vale ressaltar que a composição polimérica da formulação 

bem como as propriedades físico-químicas do MTX pode influenciar no perfil de 

permeação. Embora que no estudo anterior demonstra que a conjugação do MTX 
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(hidrofóbico) com ChS pode aumentar a solubilidade em água, absorção e, portanto, 

sua biodisponibilidade; neste material não houve o efeito sobre a permeação de MTX.  

 

 

Figura 7. Porcentagem da permeação de MTX para os filmes CSt/PVA-MTX5 e 

CSt/PVA/ChS-MTX5. Hashtag denota nível de significância quando comparado a 

todas as outras camadas: (#) p < 0,05 (ANOVA unidirecional pelo teste de Tukey). 

 

 A fim de identificar os diferentes grupos funcionais presentes na estrutura dos 

materiais preparados, utilizou-se a técnica de FTIR a partir da qual foram obtidos os 

espectros reportados nas Figuras 8a e 8b.  

 

 

Figura 8. Espectros de FTIR para (a) os materiais precursores PVA, CSt e ChS e (b) 

dos filmes de CSt/PVA, CSt/PVA/ChS e dos filmes contendo MTX disperso. 
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O espectro de FTIR obtido para o PVA apresentou bandas características em 

3457 cm-1 atribuída ao estiramento da ligação O-H dos grupos –OH, 2936 cm-1 

referente ao estiramento assimétrico da ligação C-H dos grupos alquil, 1708 cm-1 

atribuída ao estiramento de grupos acetato residuais, 1441 cm-1 referente ao 

dobramento da ligação C-H, 1140 cm-1 atribuída ao estiramento das ligações C-OH e 

em 1097 cm-1 referente ao estiramento da ligação C-O (Costa-Júnior et al., 2009). Já 

o espectro do CSt exibiu bandas em 3445 cm-1 devido ao estiramento O–H dos grupos 

–OH, em 2927 cm-1 devido ao  estiramento assimétrico da ligação C–H, em 1455 cm-

1 referente ao estiramento característico dos grupos –N+(CH3)3 (deformação C–H de 

grupos metila). Conforme reportado na literatura, a presença dessa banda confirma a 

síntese do derivado CSt (Chatterjee et al., 2023; Yu et al., 2018). Ainda no espectro 

obtidos para CSt, a banda em torno de 1630 cm-1 é atribuída à flexão O–H associada 

aos grupos –OH, enquanto as bandas na região de 1150‒900 cm-1 são atribuídas ao 

estiramento assimétrico da ligação C–O–C e ao estiramento C–O das unidades 

glicosídicas do amido (Wang and Xie, 2010). Quando comparado com o espectro do 

St in natura (não mostrado aqui), o espectro obtido para o CSt apresenta indicativos 

que confirmam a viabilidade da rota química escolhida para a síntese desse derivado. 

Por fim, o espectro de FTIR do ChS exibiu bandas em 3432 cm-1 referente ao 

estiramento das ligações O–H dos grupos –OH, 2933 cm-1 devido ao estiramento 

assimétrico das ligações C–H, 1649 cm-1 referente ao estiramento C=O dos grupos 

amida, 1619 cm-1 devido ao estiramento C=O dos grupos –COOH, 1049 cm-1 atribuída 

ao estiramento da ligação C–O e acoplamento da vibração angular do grupo ‒OH e 

em 1238 cm-1 referente às vibrações das ligações S=O dos grupos –OSO3H (Foot and 

Mulholland, 2005). Bandas em 1037 e 926 cm-1 são devido ao estiramento C–O e as 

ligações glicosídicas α(1→4) do ChS.    

 Os espectros de FTIR obtidos a partir das amostras de filmes, Figura 8b, 

exibiram predominantemente as bandas características dos materiais precursores, 

PVA e CSt. Os espectros de CSt/PVA apresentam a combinação das bandas 

características de ambos os polímeros, com pequenas discrepâncias. Aparentemente, 

bandas associadas aos grupos -OH do CSt e do PVA, foram deslocadas para regiões 

de menor número de onda, sugerindo uma interação por ligação de hidrogênio entre 

os polímeros. O espectro do filme contendo ChS, exibiu mudanças quase que 
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imperceptíveis, quando comparadas com o espectro do filme CSt/PVA. No geral, as 

bandas características de ChS ocorrem na mesma região de número de onda que o 

CSt e PVA, sugerindo a sobreposição das bandas do ChS. Além disso, a proporção 

de ChS usado na formulação dos filmes é muito pequena (1 m/m-%) em relação à 

proporção de CSt/PVA, o que também pode explicar este resultado. No entanto, o 

alargamento da banda em 3444 cm-1 associada ao estiramento da ligação O-H foi 

reduzido e afinado, como pode ser observado no espectro de CSt/PVA/ChS em 

comparação com CSt/PVA. Isso é um indicativo de redução das ligações de 

hidrogênio entre o CSt e o PVA. A natureza aniônica do ChS (devido aos grupos –

COOH e –OSO3H) (Jardim et al., 2015) pode favorecer as interações eletrostáticas 

com os grupos catiônicos de CSt durante a preparação do filme. Com isso, a interação 

CSt‒ChS pode prejudicar as interações intermoleculares com as cadeias de PVA. Os 

espectros de FTIR obtidos para os filmes carregados com MTX mostraram-se muito 

semelhantes aos espectros dos filmes sem o fármaco. No entanto, o aparecimento de 

bandas do tipo ombro a 1630 cm-1 pode ser atribuído ao estiramento C=C do anel 

aromático presente no MTX, indicando assim a presença do fármaco na estrutura dos 

filmes. Como notado na literatura, esta banda tem sido usada por alguns 

pesquisadores para confirmar o encapsulamento do MTX em diferentes veículos de 

entrega (Ram Prasad et al., 2019; Rostamizadeh et al., 2018).   

 Padrões de DRX dos filmes preparados foram obtidos a fim de investigar a 

estrutura os mesmos. Conforme mostrado na Figura 9, o padrão de difração do filme 

CSt/PVA apresentou picos de difração em 2θ ≈ 19,4°, 22,8° e 40,6°, que são atribuídos 

aos planos de reflexão (101), (102) e (200) dos microdomínios cristalinos do PVA na 

matriz polimérica (Zhang et al., 2013). Estes microdomínios são formados pela 

interação física das cadeias de PVA durante a preparação do filme. Este resultado é 

consistente com um estudo anterior realizado por nosso grupo, onde verificamos que 

o CSt tem uma baixa cristalinidade e sua presença em uma matriz de PVA não afeta 

a formação desses domínios cristalinos (Zhang et al., 2013). Da mesma forma, a 

presença de ChS, um polissacarídeo pouco cristalino, não deve alterar a ordem 

estrutural dos filmes obtidos. 

 Os biomateriais fabricados com o intuito de serem utilizados como SLTF, 

podem contribuir no impedimento da recristalização de medicamentos carregados 

(Santos et al., 2018). Esse fato pode contribuir para manter as propriedades 
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farmacológicas e farmacocinéticas de fármacos cristalinos, como o MTX. Conforme 

pode ser observado na Figura 9, os padrões de DRX para as amostras de filme 

carregadas com 5 m/m-% de MTX (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) são 

semelhantes ao padrão de DRX de CSt/PVA, indicando que o fármaco permaneceu 

no estado amorfo em ambas as matrizes poliméricas. Normalmente, o padrão de XRD 

de MTX livre exibe vários picos de difração ao longo da região 2θ de 10° a 30° (Tekko 

et al., 2020). A ausência desses picos confirma que, após o encapsulamento, as 

moléculas de MTX não foram capazes de formar cristais. Provavelmente, o MTX 

interage com a matriz polimérica. Nas condições experimentais utilizadas para a 

preparação dos filmes, as moléculas de MTX são carregadas negativamente (pKa 

5,71) devido à desprotonação de seus grupos carboxílicos (Alvarez-Figueroa, 2001). 

Portanto, o MTX pode estar interagindo com o CSt, que tem uma natureza catiônica. 

Essa sugestão é reforçada uma vez que os picos de difração atribuídos aos 

microdomínios cristalinos do PVA não são afetados pela presença do MTX. No geral, 

este resultado corrobora nossos ensaios anteriores que demonstraram uma 

distribuição homogênea do MTX nas amostras de filme preparadas.  

 

 

Figura 9. Padrões de DRX obtidos para os filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX5 e 

CSt/PVA/ChS-MTX5. 

 



56 
 

 As propriedades térmicas dos filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX e CSt/PVA/ChS-

MTX foram investigadas com o intuito de avaliar a relação estrutura‒propriedades dos 

filmes preparados e sua estabilidade térmica. As curvas de TGA e DTG obtidas são 

apresentadas nas Figuras 10a e 10b.  

 

 

Figura 10. Curvas de TG (a) e de DTG (b) dos filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX e 
CSt/PVA/ChS-MTX. 

 

 A curva TGA dos filmes CSt/PVA exibiu três estágios principais de perda de 

massa, que são atribuídos à volatilização da umidade (de 50 a 150 ºC), decomposição 

térmica do CSt combinada com a eliminação de grupos laterais –OH do PVA (de 210 

a 350 ºC, com máximo em 273 ºC) e degradação do esqueleto poliênico do PVA (de 

350 a 500 ºC) (El‐Zaher and Osiris, 2005). A ausência de estágios de perda de massa, 

separados para a decomposição térmica de cada polímero (CSt e PVA) indica boa 

compatibilidade entre eles. Isto, corrobora com os dados de FTIR que indicam 

interações por ligações de hidrogênio entre CSt e PVA. Comparativamente, a 

presença de MTX exerceu um leve efeito no comportamento térmico dos filmes 

carregados com o fármaco. As principais alterações estão relacionadas ao aumento 

do percentual de perda de massa devido à volatilização da umidade e redução da 

temperatura máxima de decomposição térmica. Para CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-

MTX5 a volatilização de umidade (de 30 a 125 ºC) resultou em perda de peso em 

torno de 8% e 14%, respectivamente. Provavelmente, a presença de MTX prejudicou 

as interações intermoleculares por ligações de hidrogênio entre CSt e PVA 

aumentando sua higroscopia. Este efeito é pronunciado pela presença de ChS que 

pode interagir com CSt via interação eletrostática. Além disso, o ChS é um polímero 
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hidrofílico, que pode contribuir para a retenção de umidade. A redução das interações 

CSt e PVA também explica o deslocamento da temperatura máxima de decomposição 

para temperaturas mais baixas (256 ºC para CSt/PVA-MTX5 e 255 ºC para 

CSt/PVA/ChS-MTX5). É importante mencionar que a decomposição térmica de MTX 

e ChS puros geralmente ocorre na faixa de temperatura de 225–350 ºC (Fernández-

Villa et al., 2022; Vasconcelos Oliveira et al., 2017). Além disso, as curvas DTG dos 

filmes carregados com MTX exibiram um pequeno pico centrado a 98 ºC que segundo 

a literatura é devido à eliminação das moléculas de água de hidratação ligadas à 

estrutura do MTX (Dhanka et al., 2018). Além disso, analisando o peso residual a 500 

ºC para todas as amostras de filmes, nota-se que o resíduo de CSt/PVA corresponde 

a cerca de 20% do seu peso inicial, enquanto para CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-

MTX5 o resíduo corresponde a aproximadamente 25% e 29%. Praticamente, o 

aumento do peso residual se ajusta às quantidades iniciais de MTX e MTX+ChS 

adicionadas à formulação dos filmes. Com base nesses dados, pode-se confirmar que 

o MTX foi eficientemente carregado nas matrizes poliméricas. 

  

4.2. Estudos in vivo 

 

 A fim de, avaliar a eficiência terapêutica dos filmes preparados, foi escolhido 

um dos três principais modelos animais de artrite crônica. Diversos estudos empregam 

modelos monoartrítico, induzido por CFA, como forma de investigar as características 

da AR, incluindo propriedades neurais periféricas e centrais (Costa-Júnior et al., 

2009), comportamentos nociceptivos induzidos por inflamação, bem como novas 

estratégias de tratamento (Kargutkar and Brijesh, 2016). Chillingworth and Donaldson, 

2003 relataram que uma injeção intradérmica de CFA na pata de camundongos induz 

uma condição inflamatória localizada semelhante a AR.  

 Assim, na Figura 11, é possível observar que no teste do von-Frey, os animais 

exibiram um limiar de retirada da pata basal semelhante entre os grupos 

experimentais no dia 0 (F(5,36) = 2,09; p > 0,05). Após 15 dias, os camundongos 

expostos ao CFA apresentaram redução de 53% no limiar de retirada da pata quando 

comparados ao grupo controle, o que caracteriza uma hipersensibilidade mecânica 

(F(5,36) = 75,05; p < 0,0001). Já no dia 21, os camundongos que foram tratados com 

MTX ou com os filmes CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5, apresentaram uma 
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diminuição na hipersensibilidade mecânica induzida por CFA (F(5,36) = 21,73; p < 0,01), 

com uma inibição máxima de 67%, 69% e 69%, respectivamente. O experimento, 

também, demonstrou que o tratamento com filme CSt/PVA, sem o fármaco carregado, 

foi ineficaz para aumentar o limite de retirada da pata em camundongos tratados com 

CFA.  

 

Figura 11. Efeito dos filmes CSt/PVA-MTX5, CSt/PVA/ChS-MTX5 e CSt/PVA sem 

MTX na hipersensibilidade mecânica na artrite induzida por CFA em camundongos. 

Cada coluna representa a média ± S.E.M. de 7 camundongos em cada grupo. O 

asterisco denota níveis de significância quando comparado ao grupo controle: (****) p 

< 0,0001 e (**) p < 0,01; hashtag denota níveis de significância quando comparados 

com o grupo CFA: (##) p < 0,01 (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey). 

 

 De forma similar, na Figura 12 são mostradas as respostas ao estímulo térmico 

em camundongos. Como pode ser observado no dia 0 não houve diferença 

significativa na latência de retirada da pata basal entre os grupos experimentais (F(5, 

36) = 1,77; p > 0,05). Porém, após 15 dias a administração de CFA diminuiu em cerca 

de 57% a latência de retirada da pata, indicando hipersensibilidade térmica quando 

comparado com o grupo controle (F(5, 36) = 3,77; p > 0,01). O tratamento por um curto 
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período apenas com MTX ou com os filmes CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5 

restauraram a hipersensibilidade térmica dos camundongos tratados com CFA (F(5, 36) 

= 6,46; p > 0,001), sendo possível obter uma inibição máxima de 69%, 68% e 67%, 

para esses grupos. Neste teste, o tratamento com o filme CSt/PVA também não 

alterou a latência de retirada da pata em comparação com camundongos tratados com 

CFA. 

 

 

Figura 12. Efeito do MTX livre e dos filmes CSt/PVA-MTX5, CSt/PVA-ChS-MTX5 e 

CSt/PVA na hipersensibilidade térmica em artrite induzida por CFA em camundongos. 

Cada coluna representa a média ± S.E.M. de 6–7 camundongos em cada grupo. O 

asterisco denota níveis de significância quando comparado ao grupo controle: (**) p 

<0,01 e (*) p <0,05 (ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey). 

 
 Com os dados obtidos a partir dos estudos descritos acima foi possível 

observar que a inoculação de CFA em camundongos altera suas respostas 

nociceptivas conforme evidenciado por um aumento nas sensibilidades mecânica e 

térmica. Além disso, todos os filmes carregados com MTX reduziram ambas as 

hipersensibilidades (térmica e mecânica) em camundongos tratados com CFA 
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indicando um efeito antinociceptivo. Com esses dados é possível sugerir que os filmes 

CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5 foram tão eficazes quanto o fármaco MTX 

contra distúrbios do tipo RA em camundongos. No entanto, os filmes preparados com 

e sem ChS não apresentaram efeitos perceptíveis nos camundongos tratados com 

CFA. Isso pode estar relacionado com a pouca quantidade de ChS adicionada à matriz 

de CSt/PVA, sendo essa insuficiente para promover resultados perceptíveis nos testes 

realizados. 

Além de causar hipersensibilidade mecânica e térmica, o tratamento dos 

camundongos com o CFA, também induz dor inflamatória crônica como aquela 

encontrada em pacientes acometidos com AR. O CFA promove a liberação de vários 

mediadores inflamatórios que podem levar a sensibilização dos neurônios 

nociceptivos, caracterizada pela redução no limiar de dor. Com isso, a formação de 

edema, evidenciado por um aumento no volume da pata, representa uma marca de 

resposta inflamatória na artrite induzida por CFA (Kumar et al., 2020). 

A MPO, por ser uma enzima presente nos grânulos dos leucócitos, 

principalmente, neutrófilos e macrófagos, intercede na infiltração dessas células na 

lesão local e é responsável pela secreção de hipoclorito. Por esse motivo, a MPO tem 

sido considerada um marcador de resposta inflamatória e pode estar relacionada à 

patogênese da AR (Strzepa et al., 2017). Os resultados do estudo in vivo, demonstram 

um aumento de cerca de 205 vezes no volume da pata (F(5, 36) = 14,38; p < 0,0001), 

enquanto a atividade de MPO aumentou 2,5 vezes (F(5, 36) = 6,15; p < 0,001) em 

camundongos expostos ao CFA (Figuras 13a e 13b).  
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Figura 13. Efeito do MTX livre e dos filmes CSt/PVA-MTX5, CSt/PVA/ChS-MTX5 e 

CSt/PVA sobre (a) a formação de edema e (b) a atividade de MPO no tecido da pata 

de artrite induzida por CFA em camundongos. Cada coluna representa a média ± 

S.E.M. de 6–7 camundongos em cada grupo. O asterisco denota níveis de 

significância quando comparado ao grupo controle: (****) p < 0,0001 e (***) p < 0,001; 

hashtag denota níveis de significância quando comparados com o grupo CFA: (###) p 

< 0,001 e (##) p < 0,01 (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey). 

 

 O tratamento por um prazo curto com as amostras dos filmes (carregados ou 

não com o fármaco), bem como apenas com o fármaco MTX, atenuaram a formação 

do edema (p < 0,01) e restauraram a atividade de MPO (p < 0,01) na pata de 

camundongos tratados com CFA. Tais resultados, induzem a acreditar que os filmes 

formulados com CSt/PVA (sem MTX) reduziram o processo inflamatório na lesão 

local, mas a incorporação de MTX nos filmes CSt/PVA-MTX5 ou CSt/PVA/ChS-MTX5 

exerceu um efeito antiartrítico, semelhante ao do fármaco MTX, pois os filmes foram 

capazes de atenuar, não só os parâmetros inflamatórios, mas também o 

comportamento nociceptivo em camundongos tratados com CFA. 

 O estresse oxidativo contribui para desencadear o processo inflamatório na 

fisiopatologia da AR cuja relação é interdependente. De fato, os estudos anteriores 



62 
 

mostraram que altos níveis de estresse oxidativo e inflamação estão positivamente 

correlacionados com a gravidade dos sintomas em pacientes afetados pela AR 

(Quiñonez-Flores et al., 2016; Stamp et al., 2012). Além disso, os biomarcadores de 

estresse oxidativo são modificados nos tecidos extra-articulares de modelos animais 

de AR (Chen and Liu, 2016). Nas Figuras 14a e 14b, observa-se o aumento nos níveis 

de TBARS (F(5, 36) = 5,25; p > 0,001), enquanto a defesa antioxidante não enzimática 

(NPSH) não foi alterada no tecido da pata camundongos expostos ao CFA (F(5, 36) = 

0,95; p > 0,05). Além disso, o tratamento em curto prazo com todos os filmes 

preparados (com e sem MTX) e apenas com o fármaco MTX, não alteram os níveis 

de NPSH (p > 0,05), mas foram capazes de reduzir os níveis de TBARS quando 

comparados com o grupo CFA (p < 0,01). Essas descobertas sugerem que, tanto os 

filmes baseados em CSt/PVA quanto o MTX livre, atenuaram o estresse oxidativo na 

pata de camundongos tratados com CFA. 

 

 

Figura 14. Efeito do MTX livre e dos filmes CSt/PVA-MTX5, CSt/PVA-ChS-MTX5 e 

CSt-PVA em biomarcadores de estresse oxidativo, incluindo (a) TBARS e (b) níveis 

de NPSH no tecido da pata de artrite induzida por CFA em camundongos. Cada coluna 

representa a média ± S.E.M. de 7 camundongos em cada grupo. O asterisco denota 

níveis de significância quando comparado ao grupo controle: (**) p < 0,01; hashtag 
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denota níveis de significância quando comparados com o grupo CFA: (##) p < 0,01 

(ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey). 

 A enzima MPO catalisa a reação entre o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

cloreto, levando a geração do ácido hipocloroso (HClO). Em altas concentrações, está 

forte espécie de oxidação e cloração, ataca rapidamente as moléculas lipídicas 

presentes na membrana plasmática das células, incluindo ácidos graxos poli-

insaturados, fosfolipídios e colesterol, para desencadear a peroxidação lipídica 

(Panasenko, 1997). Além disso, um aumento na atividade de MPO, pode estar 

relacionado a um aumento nos níveis de TBARS, um índice de peroxidação lipídica 

(Jelkmann et al., 2019). Com base nisso, os resultados obtidos reforçam a hipótese 

de que a atividade enzimática aumentada da MPO na AR poderia causar danos às 

moléculas lipídicas, conforme evidenciado pelo aumento dos níveis de TBARS, na 

lesão local. Um distúrbio nas atividades da MPO está relacionado na produção de 

radicais livres e citocinas pró-inflamatórias, o que sugere que essa enzima contribui 

para a patogênese da AR. Por outro lado, o tratamento em um intervalo curto com 

MTX (carregado ou não) diminuiu a infiltração de neutrófilos e a resposta inflamatória, 

evidenciada pela redução da atividade de MPO e do volume da pata dos 

camundongos tratados com CFA. Consequentemente, o MTX reduz os níveis de 

TBARS que podem levar a uma diminuição na oxidação dos lipídios das membranas 

dos condrócitos e fibrócitos (Mongia et al., 1996). Além disso, o MTX reduziu a 

hiperalgesia mecânica e térmica em camundongos expostos ao CFA, por meio da 

modulação de parâmetros bioquímicos.  

Embora o MTX seja considerado um agente de primeira linha para o tratamento 

da AR, esse fármaco administrado por via oral exibiu uma absorção intestinal variável 

e um baixo perfil farmacocinético, que interfere diretamente na biodisponibilidade do 

medicamento, meia-vida plasmática e eficácia clínica (Wang et al., 2017). As 

formulações orais estão associadas à efeitos adversos ao sistema gastrointestinal 

como, por exemplo, náuseas, diarreia, dor abdominal, ulceração da mucosa e 

estomatite (Prasad and Koul, 2012). Nesse contexto, o encapsulamento do MTX em 

SLFT surge como uma alternativa atraente e eficiente, por evitar o trato 

gastrointestinal e a farmacocinética não linear que, por sua vez, reduz os efeitos 

adversos relacionados à administração do MTX por via oral (Prasad and Koul, 2012).  
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Estudos anteriores, relatam que hidrogéis usados como veículos de transporte 

transdérmico do MTX, demonstram a mesma ou melhor eficácia do fármaco, quando 

comparados ao comportamento do MTX livre em modelos animais induzidos a AR 

(Qindeel et al., 2020). Com isso, o atual estudo sugere que os filmes de CSt/PVA ou 

CSt/PVA/ChS podem ser usados como veículos de transporte transdérmico do 

fármaco MTX, visto que, os resultados descritos aqui demonstram que o fármaco 

consegue romper a barreira cutânea e chegar até o tecido inflamado no modelo de 

artrite induzido pelo CFA. Portanto, a aplicação dos filmes baseados em CSt/PVA 

carregados com MTX na pele dorsal dos animais nos dias 15, 18 e 21 do protocolo 

experimental foi tão eficaz quanto o fármaco MTX livre, na modulação de alguns sinais 

característicos da artrite induzida por CFA em camundongos, incluindo a resposta 

inflamatória, estresse oxidativo e comportamento nociceptivos. 

 

5. Conclusão  

 

Neste capítulo foi possível demonstrar a eficiência do protocolo experimental 

escolhido para a síntese do CSt, o qual permitiu obter um derivado catiônico com um 

DS médio de 0,7. A associação do derivado com PVA possibilitou o preparo de filmes 

relativamente homogêneos, mecanicamente estáveis e com bom manuseio. Usando 

o método de casting, o qual é relativamente simples, uma série de filmes foram 

preparados com diferentes quantidades de MTX (1 e 5 m/m-%) e com ChS (5 m/m-

%). Ensaios de caracterização iniciais revelaram que as amostras de filme preparadas 

com maior teor de MTX, exibiram uma melhor distribuição do fármaco na matriz 

polimérica, porém com uma menor eficiência de encapsulação. Apesar disso, os 

filmes contendo 5 m/m-% do fármaco MTX, foram usados para realizar as análises de 

caracterização e os testes in vitro e in vivo, visto que, uma maior homogeneidade 

apresentará uma maior confiabilidade perante a quantidade que cada amostra terá de 

fármaco despesa na matriz polimérica.  

Testes in vitro demonstraram que as amostras de filme permitiram a penetração 

do MTX carregado na pele, validando assim a empregabilidades dos filmes como 

SLTF. As análises de caracterização (FTIR, DRX e TGA/DTG) confirmaram a 

interação entre os polímeros, a qual ocorre preferencialmente por ligações de 

hidrogênio. Estas análises também confirmaram a presença do MTX nas matrizes 
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poliméricas. No entanto, há uma interação mínima entre o fármaco e a matriz 

polimérica; entretanto, essa interação é suficiente para evitar a recristalização do MTX 

após a incorporação. Estudos in vivo, usando um modelo de artrite induzida por CFA 

em camundongos mostraram que os filmes CSt/PVA carregados com 5 m/m-% de 

MTX, aplicados topicamente exibiram desempenho comparável ao fármaco livre 

(controle positivo), que foi administrado por via oral. Conforme avaliado, os filmes 

carregados com MTX, exibiram efeitos antinociceptivos e antiartríticos, o que permite 

classificá-los como biomateriais promissores para o tratamento da AR. É importante 

mencionar que nas condições experimentais utilizadas neste estudo a adição de ChS 

na composição do filme não causou efeito perceptível nos parâmetros biológicos 

investigados. Estudos futuros alterando a quantidade do ChS nos filmes devem ser 

realizados para confirmar ou descartar os benefícios anteriormente apontados ao use 

desse glicosaminoglicano. Em suma, os resultados indicam que filmes baseados em 

CSt/PVA podem ser usados como SLFT para o fármaco MTX, o que pode ajudar a 

superar problemas e efeitos adversos associados às vias de administração 

convencionais no tratamento e redução dos sintomas da AR.  

Como perspectivas futuras, gostaríamos ainda de investigar um tratamento de 

longo prazo com filmes de CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5 neste modelo 

animal de artrite para avaliar propriedades farmacológicas e toxicológicas.  
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CAPÍTULO IV – SÍNTESE DO DIALDEÍDO AMIDO E APLICAÇÃO NO PREPARO 

DE SISTEMA DE LIBERAÇÃO CONTROLADA DE FÁRMACO POR IMPRESSÃO 

3D 

 

1. Introdução  

 

Uma das modificações químicas utilizadas para a formação de novos derivados 

do St são as reações de oxidativas (Vanier et al., 2017). A oxidação é um método de 

modificação química amplamente utilizado para introduzir grupos funcionais, incluindo 

grupos carbonila e carboxilas, na estrutura química do St e de outros polissacarídeos 

(Yong and Liu, 2024). Em geral, o St oxidado é preparado reagindo o St com uma 

quantidade específica de um agente oxidante, sob temperatura e pH controlados. Os 

grupos hidroxilas encontrados nas posições C2, C3 e C6 das moléculas de St, como 

pode ser observado no Esquema 3, são oxidados em grupos carbonila e/ou carboxila, 

alterando assim as características do St (Li et al., 2020). 

 

 

Esquema 3 

 

Existem diferentes tipos de agentes oxidantes utilizados nessas reações, 

incluindo o persulfato de amônio, permanganatos, hipocloritos e os periodatos. 

Notavelmente, os mecanismos de oxidação do amido diferem de acordo com o agente 

oxidante utilizado no processo reacional (Vanier et al., 2017; Yong and Liu, 2024). Por 

exemplo, os periodatos (IO4
-) se destacam por induzirem uma oxidação seletiva, no 

qual ocorre a cisão do diol vicinal nos carbonos C2 e C3 das unidades D-glicopiranosil 

e oxida ainda os grupos hidroxila presentes nessas posições para então haver a 

formação exclusiva de grupos aldeídos, produzindo ao final do processo reacional o 

dialdeído amido (DAS) (Lewicka et al., 2015). Paralelamente  ao processo oxidativo, 
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ocorre a despolimerização do St, com a clivagem das ligações α(1→4) responsáveis 

pela união dos monômeros, ao mesmo tempo há formação de grupos carboxílicos 

(Zhang et al., 2009). Essa fragmentação acompanhada da oxidação altera as 

propriedades físico-químicas do derivado incluindo mudanças nas propriedades 

térmicas, de gelatinização, reológicas, viscosidade, intumescimento e solubilidade em 

água (Yong and Liu, 2024). 

Os derivados do St provenientes desse tipo de oxidação exibem propriedades 

interessantes, incluindo as atividades antioxidantes e antimicrobianas, importantes 

para o uso no campo biomédico e/ou farmacêutico (Yong et al., 2020). Ainda, os 

grupos dialdeídos formados são altamente reativos e podem reagir com compostos 

que apresentam em sua estrutura química grupos amino, carbonilas e hidroxilas 

através de reações formando a base de Schiff e aldólicas, respectivamente (Falsafi et 

al., 2023). Devido a essas propriedades de reticulação, o DAS possui potencial para 

o desenvolvimento de diversos tipos de materiais em diferentes campos industriais, 

tais como embalagens de alimentos, produção de termoplásticos, imobilização 

enzimática, encapsulamento e liberação de fármacos (Gao et al., 2019; Yong and Liu, 

2024).  

Por exemplo, Aslzad et al., 2022 descrevem o desenvolvimento de um 

biomaterial utilizando DAS para aplicação oftalmológica. Os autores produziram um 

hidrogel formado através da reação da formação da base de Schiff entre os grupos 

amina da quitosana e os grupos aldeídos do DAS, resultando em uma reticulação 

covalente pela formação da ligação imina. Este hidrogel foi utilizado como veículo de 

transporte do fármaco betametasona. Os resultados do estudo indicaram que a 

proporção do derivado do St na composição do hidrogel, afetou a taxa de liberação 

do fármaco. Mais especificamente, ao aumentar as proporções do DAS na 

composição do hidrogel influenciou a difusão e a taxa de liberação da betametasona, 

durante o tratamento oftalmológico.   

Pensando neste tipo de reatividade entre os grupos aldeído do DAS e grupos 

amino e na característica dos materiais obtidos, um composto que pode ser utilizado 

para a obtenção de reticulações, que podem ajustar essa taxa de liberação de 

fármacos carregados é a gelatina (Gel). Obtida a partir da hidrólise parcial do 

colágeno, a Gel é uma proteína amplamente empregada na formação de biomateriais 

cutâneos graças às suas propriedades atrativas, incluindo a biocompatibilidade, 
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biodegradabilidade e não ser imunogênico (Ahmady and Abu Samah, 2021). No 

entanto, sua aplicação é tipicamente limitada, devido a cisão das ligações de 

hidrogênio em temperaturas elevadas (acima de 35 ºC) (Dash et al., 2013). Por 

exemplo, materiais produzidos a base de Gel destinados a proliferação celular 

precisam ser submetidos a processos de esterilização, o que normalmente é realizado 

em temperaturas elevadas. Uma estratégia para superar essas limitações é a mistura 

da Gel com DAS, seguida de uma reticulação formando a base de Schiff, permite a 

geração de materiais com maior estabilidade mecânica e térmica (Yang et al., 2017).  

Dentre os biomateriais que podem ser preparados a partir da reticulação entre 

Gel e DAS estão o SLTF, que conforme já mencionado, são um tipo de tratamento 

medicamentoso, não invasivo, no qual os fármacos são administrados de forma 

transdérmica, onde realizam o processo de difusão através das camadas da pele até 

a corrente sanguínea, onde ativam a resposta terapêutica (Kim et al., 2018). 

Normalmente, SLTF são biomateriais poliméricos, fabricados por diferentes técnicas 

que dentre seu nicho de aplicação podem ser utilizados no tratamento de doenças 

dérmicas, as quais incluem os eczemas, a psoríase e a dermatite atópica (DA) (Shukla 

et al., 2023). As propriedades dos polímeros que compõem os biomateriais aplicados 

como SLTF, aliadas ao método de fabricação, contribuem para o desenvolvimento de 

materiais com as características adequadas para serem utilizados no tratamento 

desse tipo de doença. Através da seleção adequada de polímero e técnicas de 

fabricação é possível, por exemplo, modular propriedades como a biocompatibilidade, 

barreira à microrganismos, permeação gasosa e de remoção do excesso de exsudato 

(Borbolla-Jiménez et al., 2023). Dentre os métodos empregados para a fabricação 

desses biomateriais, encontram-se o casting e a impressão 3D, no qual, são obtidos 

filme e hidrogéis impressos, respectivamente (Economidou et al., 2018; 

Sivasankarapillai et al., 2021). 

O método de casting é o mais comumente utilizado para a fabricação de filmes 

para serem usados como curativos, durante o processo de cicatrização de feridas. 

Esse método envolve a solubilização de um polímero em um solvente (água, etanol, 

acetato, hexano) e, a solução resultante é depositada em um molde, no qual, há 

formação de filmes pela evaporação do solvente (Deng et al., 2018). Apesar desse 

método ser eficiente quanto a produção de filmes com alta flexibilidade, com 

permeação gasosa ao mesmo tempo que penetração de microrganismos, a fabricação 
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desse tipo de filmes poros regulares para ocorra uma permeabilização adequada para 

o processo de cicatrização, não é facilmente obtida por esse método (Borbolla-

Jiménez et al., 2023). Já os métodos de impressão 3D (3DP) se destacam por garantir 

a porosidade do biomaterial ao ajustar as porcentagens de preenchimento, ao mesmo 

tempo em que o material é impresso com geometrias arbitrária (Naseri and Ahmadi, 

2022). Basicamente, a 3DP envolve três etapas: o fatiamento do projeto desenvolvido 

no software adequado, após isso, o software permite o armazenamento do formulário 

de saída com uma linguagem e no formato digital de tesselação de superfície (STL) e 

por último o projeto é impresso usando uma impressora adequada, em uma 

plataforma adequada com o objetivo de fabricar um material com geometria, 

espessura e com tamanhos de poros adequado para cada tipo de tratamento. Apesar 

dos estudos relatados na literatura, terem demonstrado a alta eficiência dessa 

tecnologia em SLTF, os biomateriais fabricados a partir dessa tecnologia, ainda são 

pouco explorados, pois normalmente os biomateriais fabricados para esses sistemas 

possuem em sua estrutura microagulhas (BG et al., 2023). No entanto, ainda restam 

alguns desafios incluindo o método de fabricação, disponibilidade de 

polímero/materiais adequados, e como consequência, a formação do biomaterial com 

alta resolução (Parhi, 2023). 

 Por esse motivo, novas estratégias estão sendo desenvolvidas para a 

fabricação de biomateriais, usando a 3DP, para que possam ser utilizados nos SLTF. 

Um deles foi descrito por Chaudhari et al., 2021, no qual, fabricaram um adesivo por 

meio da técnica de extrusão de filamentos contendo carregado em poli(vinil 

pirrolidona) (PVP) a quercetina, um fármaco anti-inflamatório e antioxidante usado no 

tratamento de doenças como a tuberculose. Ainda, os autores realizaram estudos in 

vivo, onde conseguiram observar a redução de flutuações nas concentrações 

plasmáticas após 18 dias contínuos de protocolo terapêutico. Azizoğlu and Özer, 

2020, fabricaram filamentos adesivos sob uma embalagem os quais foram formados 

pelo processo de extrusão de soluções formadas por blendas de PVP, polietilenoglicol 

e poli(óxido de etileno), usando temperaturas de 70 °C, para encapsular o 

montelucaste de sódio. Os autores relatam em seu trabalho, que foi possível obter um 

material com filamentos de forma semelhante as tintas comerciais de PLA, podendo 

obter um biomaterial com camadas. Ainda, estudos in vitro demonstram que a 

liberação do fármaco ocorreu de forma contínua durante 24 h, sendo liberado 52% ao 
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meio. Já Maurizii et al., 2023, fabricaram bioadesivos transdérmicos, a partir da 

copolimerização do etileno acetato de vinila (EVA) para testar a liberação de dois 

diferentes fármacos, ibuprofeno e diclofenaco de sódio. Nesse trabalho, os autores 

realizaram a fabricação do bioadesivo usando a técnica de extrusão direta de pó, onde 

o processo de extrusão é realizado com altas temperaturas a fim de realizar o 

processo de fusão dos compostos. Devido a compatibilidade entre o polímero e os 

fármacos, foi possível obter um biomaterial com uma boa estabilidade térmica do 

material e morfológica dos materiais extrudados.  

 Nesse contexto, o estudo apresentado nesse capítulo propõe o preparo de 

SLTF empregando a técnica 3DP por extrusão e utilizando tintas preparadas com Gel 

quimicamente reticulada com DAS como alternativa aos filmes obtidos por de forma 

convencional por casting. Para demonstrar a eficiência e aplicabilidade dos materiais 

preparados como SLTF, o fármaco hidrocortisona (HC) foi selecionado para 

encapsulamento e posterior liberação.  A escolha do fármaco se deu considerando 

uma potencial aplicação desses materiais no tratamento e atenuação de sintomas de 

dermatite atópica (DA). DA é uma doença de pele inflamatória crônica, na qual, os 

pacientes apresentam prurido intenso e lesões eczematosas recorrentes. Essa 

doença é reconhecida como uma condição vitalícia com várias manifestações e 

expressões clínicas, nas quais defeitos da barreira epidérmica desempenham papéis 

centrais (Weidinger and Novak, 2016). Atualmente, os tratamentos da DA concentram-

se na restauração da função da barreira epidérmica, com terapias de primeira linha, 

incluindo corticoides tópicos que são usados como agentes anti-inflamatórios e 

antipruriginosos, em crises agudas. Dentre a classe dos corticoides, a HC é bastante 

empregada para reduzir os sintomas de dermatose devido as suas excelentes 

propriedades farmacológicas. Apesar do seu uso ser eficiente para os diferentes 

sintomas que a DA apresenta, a HC é hidrofóbica e sua aplicação pode prejudicada, 

principalmente em lesões exsudativas (Chuah et al., 2023). Além disso, a 

administração prolongada de HC pode levar a alguns riscos de efeito sistêmico, 

acarretando sintomas como cansaço, tontura e ao escurecimento e manchas da pele 

(Kolbe et al., 2001). Como alternativa, biomateriais poliméricos têm sido testados 

como sistemas de liberação controlada de HC, para atenuar as limitações associadas 

desse fármaco no tratamento da DA (Chuah et al., 2023; Hemrajani et al., 2022; 

Siddique et al., 2019). Ainda, espera-se que a fabricação de biomateriais impressos 
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utilizando Gel/DAS, ampliem o leque dos materiais utilizados nos SLTF, 

demonstrando a sua eficiência na encapsulação e liberação do fármaco, HC. 

 

2. Experimental 

 

2.1. Materiais 

 

 Amido de arroz (St), com 6% de amilose determinada por Colussi et al., 2014 

foi gentilmente cedido pelo LabGrãos/UFPel (Pelotas, Brasil). Gelatina (Gel, tipo B de 

pele bovino) foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). Periodato de sódio (NaIO4), 

hidróxido de sódio (NaOH) e ácido sulfúrico (H2SO4) foram adquiridos da LabSynth 

(Brasil). Hidrocortisona (HC, pureza > 98%) foi obtida da Gemini (Brasil), e um creme 

HC tópico comercial (1 p/p%, Bayer®) foi adquirido em uma farmácia local (Pelotas, 

Brasil). Etanol (P.A.) e ácido clorídrico (HCl) foram comprados da Synth (Brasil). 

Metanol foi adquirido da Dinâmica (Brasil). Acetonitrila (grau HPLC) foi adquirida da 

LiCHrosolv (Darmstadt, Alemanha). Trietanolamina foi comprada da Vetec (Brasil). O 

hidrogel Carbopol Ultrex® foi adquirido da Galena (Brasil). Todos os outros reagentes 

e solventes eram de grau analítico e usados como recebidos sem uma purificação 

adicional. 

 

2.2. Animais 

 

Camundongos BALB/c fêmeas (6-8 semanas de idade) foram utilizados nos 

experimentos. Eles foram alojados em uma sala designada para animais, sob um ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas às 6h), a uma temperatura de 22 ± 2 °C, 

com acesso ad libitum a comida e água. Os ensaios biológicos aderiram às diretrizes 

institucionais e nacionais de cuidados com animais. A aprovação do estudo 

experimental foi obtida junto à Comissão de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Pelotas (CEUA 041709/2022-37), e todas as medidas necessárias foram 

implementadas para amenizar qualquer potencial sofrimento vivenciado pelos 

animais. 
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2.3. Síntese do dialdeído amido (DAS) 

 

 O derivado DAS foi sintetizado utilizando o procedimento reportado por Zhao 

et al., 2023 com algumas alterações (Esquema 4). Em um frasco reacional de 100 mL 

foram adicionados 1010 mg de St em 20 mL de água destilada. A suspensão 

resultante foi mantida sob agitação magnética durante 1 h a 40 ºC. Logo após esse 

intervalo, 900 mg NaIO4 foram adicionados ao sistema (razão mássica St/NaIO4 de 

1,12:1) o qual permaneceu sob agitação por mais 1 h. Em seguida, 10 gotas de H2SO4 

(1,0 mol L-1) foram adicionadas à solução, a qual foi agitada por mais 1 h. Após o 

término da reação, o produto DAS foi recuperado por precipitação em etanol e filtração 

a vácuo. O sólido resultante foi lavado abundantemente com uma mistura de acetato 

de etila/hexano (razão 1:1 v/v) para remoção completa do agente oxidante que não 

reagiu com o St. Por fim, o produto obtido foi seco em estufa a 40 ºC por 24 h. 

 

 

Esquema 4 

 

O teor de grupos aldeídos do DAS foi determinado de acordo com o método 

proposto por Zuo et al., 2017 DAS (200 mg) foi dissolvido em 10 mL de uma solução 

NaOH (0,25 mol L-1), a qual foi aquecida à 70 ºC brevemente e, então, arrefecida à 

temperatura ambiente. Após, 15 mL de uma solução H2SO4 (0,125 mol L-1) foram 

adicionados à solução anterior, a qual foi agitada até que houvesse mudança de 

coloração de marrom para amarelo pálido. A solução foi purificada utilizado carvão 

ativado (200 mg), filtrada à vácuo e titulada com uma solução padrão de NaOH (0,1 

mol L-1). Fenolftaleína foi utilizada como indicador. Após a titulação, o teor de grupos 

aldeído no DAS sintetizado foi calculado utilizando a equação abaixo: 

 

𝐺𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠 𝑎𝑙𝑑𝑒í𝑑𝑜 (%) = (
(𝐶1𝑉1+𝐶2𝑉2)−[2 𝑥 (𝐶3𝑉3)] 𝑥 161

𝑚 𝑥 1000
) 𝑥 100                      (2)   
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onde C1 é concentração da solução de NaOH (0,25 mol L-1), V1 é o volume total da 

solução de DAS (10 mL), C2 e V2 são a concentração da solução padrão de NaOH 

utilizada na titulação (0,1 mol L-1) e o volume gasto dessa solução na titulação. C3 e 

V3 são a concentração da solução de H2SO4 (0,125 mol L-1) e o seu volume (15 mL), 

enquanto m é a massa de DAS utilizada e 161 é a massa média relativa à unidade 

sacarídica do DAS (Zuo et al., 2017). A determinação do teor de grupos aldeído foi 

realizada em triplicada e o valor médio obtido para o DAS sintetizado foi de 77%. Esse 

resultado é comparável com outros estudos que utilizaram um procedimento 

semelhante para a síntese de DAS (FIEDOROWICZ and PARA, 2006). 

 

2.4. Preparo das tintas para impressão do material Gel/DAS e Gel/DAS@HC  

 

Num frasco reacional de 10 mL com tampa foram solubilizados 50 mg de DAS em 

5 mL de água destilada utilizando agitação magnética. O sistema foi aquecido à 100 

ºC e permaneceu nessa condição por 3 h. Após a obtenção de uma solução 

homogênea, o sistema foi arrefecido até 40 ºC e, então, 450 mg de Gel foram 

adicionados. A razão mássica Gel/DAS utilizada foi estabelecida a partir de estudos 

prévios de otimização. A solução Gel/DAS foi mantida a 40 ºC sob agitação magnética 

por 1 h, sendo posteriormente gotejada na mesma 500 µL de uma solução 1,0 mol L-

1 de NaOH. A tinta resultante foi adicionada em uma seringa de 5 mL para ser 

realizado a impressão 3D. 

 Em paralelo, as tintas Gel/DAS contendo HC disperso na matriz polimérica 

(denotado como Gel/DAS-HC 3D) foram preparados usando um protocolo 

semelhante, mas com pequenas modificações. Após a homogeneidade da solução 

Gel/DAS, 1474 mg de HC ao frasco reacional, permanecendo sob agitação branda 

(100 rpm) por 3 h. Por fim, a solução foi gotejada com 0,5 mL de uma solução de 

NaOH (1,0 mol L-1), que foi posteriormente adicionado em uma seringa de 5 mL para 

impressão 3D. 
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2.5. Impressão dos materiais 3D-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS@HC 

 

Inicialmente, o projeto do material foi criado utilizando o software Slic3r, o que 

possibilitou a criação da estrutura em camadas para a impressão 3D. Após essa 

etapa, o desenho foi convertido para um formato g.code onde foi conduzida o processo 

de impressão pelo software Prontface, conforme mostrado na Figura 15. 

 

 

Figura 15. Etapas envolvidas no processo de bioimpressão 3D. 

 

Após o preparo das tintas, as mesmas foram depositadas em seringas de 

impressão de 5 mL e extrusadas a 35 °C através de uma agulha cônica 22G (0,41 mm 

de diâmetro interno) a uma taxa de alimentação de 3 mm/s e velocidade de deposição 

de 140% em relação ao projeto. De modo preliminar, capacidade de printabilidade e 

fidelidade na formação de filamentos cilíndricos após o processo de impressão das 

tintas preparadas foi avaliada de forma qualitativa (Schwab et al., 2020). Também foi 

avaliada a habilidade do material impresso ser empilhado em camadas sucessivas 

para formar estruturas coesas, onde a primeira camada desempenha um papel 

crucial, exigindo fidelidade de forma e estabilidade (Paxton et al., 2017).  

Na sequência da etapa de otimização do processo de impressão, os materiais 

foram fabricados em formato cilíndrico, com 4 camadas, medindo 14,97 mm de 

diâmetro e 2,12 mm de altura. Essas impressões foram realizadas em um padrão 

hachurado de 90°, utilizando uma impressora 3D GENESIS (3DBS, Brasil). 

Imediatamente após a impressão, os materiais foram congelados a -20 °C em um 

freezer e liofilizados por 24 h à -55 ºC (Liofilizador LS 3000 B, TERRONI, Brasil). Após 

a impressão,  os hidrogéis sem HC (denotados como 3D-Gel/DAS) e com HC (3D-

Gel/DAS@HC) foram liofilizados e depois armazenados à temperatura ambiente para 

posterior caracterização e aplicação.  
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2.6. Preparo dos filmes F-Gel/DAS e F-Gel/DAS@HC por casting 

 

 Num frasco reacional de 10 mL com tampa foram solubilizados 50 mg de DAS 

em 5 mL de água destilada utilizando agitação magnética. O sistema foi aquecido à 

100 ºC e permaneceu nessa condição por 3 h. Após a obtenção de uma solução 

homogênea, o sistema foi arrefecido até 40 ºC e, então, 450 mg de Gel foram 

adicionados. A razão mássica Gel/DAS utilizada foi estabelecida a partir de estudos 

prévios de otimização. A solução Gel/DAS foi mantida a 40 ºC sob agitação magnética 

por 1 h, sendo posteriormente gotejada na mesma 500 µL de uma solução 1,0 mol L-

1 de NaOH. A solução resultante foi vertida em uma placa de Petri, a qual foi mantida 

à temperatura ambiente até a completa evaporação do solvente. Esse filme foi 

denotado como F-Gel/DAS, respectivamente. 

 Em paralelo, os filmes Gel/DAS contendo HC disperso na matriz polimérica 

(denotado como F-Gel/DAS@HC) foram preparados usando um protocolo 

semelhante, mas com pequenas modificações. Após a homogeneização da solução 

Gel/DAS, 74 mg de HC foram adicionados à mesma (14,8% com relação à massa 

total de Gel + DAS) sob agitação branda. A solução contendo o fármaco foi vertida em 

uma placa de Petri, mantida à temperatura ambiente para evaporação do solvente. 

Aqui é importante ressaltar que a quantidade de HC difere daquela utilizada no 

preparo da tinta para a impressão do hidrogel 3D- Gel/DAS@HC pois houve um ajuste 

a fim de garantir que a mesma massa de fármaco (5 mg) estive presente nas amostras 

testadas nos ensaios in vivo (gel e filme). Para isso aspectos como peso e área das 

amostras de filme e dos hidrogéis foram considerados. 

 

2.7. Técnicas de caracterização 

  

O derivado DAS, os materiais precursores, os filmes preparados por casting e 

os hidrogéis impressos foram caracterizados por diferentes técnicas. As análises de 

FTIR e TGA foram realizadas utilizando protocolos semelhantes aos descritos nas 

seções 3.1. e 3.3. do capítulo anterior. As análises adicionais de caracterização são 

descritas na sequência. 
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2.7.1. Ressonância magnética nuclear (RMN)  

 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de próton (RMN de 1H) foram 

obtidos a 400 MHz utilizando um espectrômetro Bruker DPX 400 (Austrália). Para 

aquisição dos espectros D2O e DMSO-d6 foram utilizados como solventes deuterados. 

Os deslocamentos químicos são reportados em ppm e o tetrametilsilano (TMS) foi 

utilizado como referência interna.  

 

2.7.2. Análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

Análises de MEV foram realizadas no CEME-Sul da Universidade Federal do 

Rio Grande (FURG). As imagens das superfícies das amostras de filmes e hidrogéis 

preparados foram com auxílio de um microscópio da marca JEOL, modelo JSM - 

6610LV (EUA) utilizando uma aceleração potencial de 15 kV diferentes magnificações.  

A porção superficial de cada amostra foi previamente recoberta com uma fina camada 

de Au em um metalizador da marca DentonVacuum, modelo Desky (EUA) antes da 

obtenção das imagens.  

 

2.7.3. Grau de Intumescimento 

  

 A capacidade de intumescimento dos filmes e dos hidrogéis impressos foram 

avaliadas utilizando PBS (pH 7,4). Para isso as amostras secas, contendo 

aproximadamente 45 e 50 mg para os materiais preparados por casting e impressos, 

respectivamente, foram colocadas individualmente em béqueres contendo 30 mL de 

PBS e incubadas a 37 °C por até 90 min. Em tempos pré-estabelecidos, tanto os filmes 

quanto os hidrogéis impressos foram retirados da solução, o excesso de líquido na 

superfície dos mesmos foi removido cuidadosamente e o massa de cada amostra foi 

registrada utilizando uma balança analítica. O procedimento experimental foi realizado 

em triplicata para cada amostra. O grau de intumescimento após cada intervalo de 

tempo foi calculado utilizando a Equação 3: 

 

𝐺𝑟𝑎𝑢 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑢𝑚𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =
𝑚𝑤−𝑚𝑑

𝑚𝑑
 𝑥 100                               (3) 
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onde, md  é a massa da amostra seca e mw  a massa da amostra intumescida em um 

intervalo de tempo t. 

 

2.7.4. Teste de liberação in vitro do HC 

 

O perfil de liberação de HC carregado no filme F-Gel/DAS@HC e no hidrogel 

3D-Gel foi investigado utilizando uma célula de Franz, a fim de mimetizar o processo 

de liberação transdérmica (B. Sánchez et al., 2019). Resumidamente, amostras do 

filme (44,1 mg carregados com 0,5 mg de HC) e do hidrogel impresso (22,2 mg 

carregados com 0,5 mg de HC) foram colocadas diretamente sobre membranas de 

diálise de celulose regenerada (MWCO 12–14 kDa, Spectra/Por®, EUA) com uma área 

de liberação efetiva de aproximadamente 1,5 cm2. O frasco aceptor foi preenchido 

com PBS (25 mL, pH 7,4) e a temperatura foi mantida em aproximadamente 37 °C. 

Alíquotas (1 mL) foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados e 

analisadas usando um espectrômetro UV-Visível Micronal BS82 (Brasil) a um 

comprimento de onda de 248 nm (o máximo de absorção de HC em meio aquoso) 

(Lau et al., 2013). Simultaneamente, um volume equivalente (1 mL) de PBS foi reposto 

ao sistema. Os dados de absorbância foram convertidos em concentração usando 

uma curva de calibração (ABS = 0,003 + 0,005[HC], R2 > 0,999) que foi construído 

usando concentrações padrão de HC em PBS (pH 7,4). Cada experimento foi 

realizado em triplicata.  

 

2.8. Estudos in vivo 

 

Os estudos in vivo descritos abaixo foram realizados em parceria com o 

LaFarBio da UFPel. 

 

2.8.1. Modelo de dermatite atópica induzida por dinitroclorobenzeno 

(DNCB) em camundongos 

 

As lesões cutâneas comumente observadas na DA foram induzidas nos 

animais de acordo com o protocolo experimental descrito por Chan et al., 2013. Para 

isso, a região dorsal de cada animal foi raspada e, durante a fase inicial de 

sensibilização, foram aplicados 200 µL de dinitroclorobenzeno (DNCB, 0,5% v/v) em 
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acetona/azeite 3:1 (v/v) nos dias 1 a 3 do protocolo experimental. Posteriormente, nos 

dias 14, 17, 20, 23, 26 e 29, os animais foram sensibilizados com 200 µL de DNCB 

(1% v/v) na região dorsal e 20 µL na orelha direita, conforme mostrado na Figura 16. 

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em sete grupos experimentais, 

contendo 7 animais por grupo, conforme descrito na Tabela 5.  

       

Tabela 5. Grupo de animais utilizados no design do experimento. Grupo de animais 

utilizados no design do experimento. 

Grupo Descrição 

1 Grupo controle 

2 DNCB/sem tratamento 

3 DNCB + HC 

4 DNCB + F-Gel/DAS 

5 DNCB + F-Gel/DAS@HC 

6 DNCB + 3D-Gel/DAS 

7 DNCB + 3D-Gel/DAS@HC 

 

Os filmes e os hidrogéis forma fixados na região dorsal dos animais com o 

auxílio de uma fita micropore, a partir do 14º dia do protocolo experimental. Nos dias 

14, 17, 20, 23, 26 e 29 (dias de aplicação de DNCB na região dorsal), os curativos 

contendo os materiais foram trocados. 
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Figura 16. Resumo do protocolo experimental empregado na indução de lesões 

cutâneas semelhantes à DA em camundongos sensibilizados com DNCB. 

 

2.8.2. Escores clínicos de gravidade da pele 

 

A avaliação das lesões nas amostras da pele dorsal e os escores de severidade 

foram avaliados através das análises de fotografias registradas no último dia de 

experimento. Foram avaliados cinco sinais de lesão cutânea: prurido/coceira, 

eritema/hemorragia, edema, escoriação/erosão e descamação/ressecamento. Cada 

um desses sintomas foi classificado da seguinte forma: 0 (sem sintomas), 1 (leve), 2 

(moderado) e 3 (grave), de acordo com Park, 2014. 

 

2.8.3. Estudos dos parâmetros inflamatórios 

 

 Após o término do protocolo experimental, todos os animais passaram pelo 

teste comportamental de coçar e, foram eutanasiados para haver a obtenção das 

estimativas dos parâmetros inflamatórios, incluindo a espessura da orelha, 

parâmetros oxidantes: níveis MPO, TBARS e de NPSH. As análises de MPO, TBARS 

e NPSH  foram realizadas utilizando o mesmo protocolo descrito na seção 3.7.4.2. e 

3.7.4.3. do capítulo anterior, respectivamente. Além dessas características técnicas 

de caracterização, outros parâmetros como índice do baço, espessura da orelha e o 
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preparo dos materiais para avaliar os parâmetros oxidantes que foram realizados e 

estão detalhados a seguir. 

 

2.8.3.1. Espessura da orelha 

 

Após a avaliação do comportamento de coçar (30º dia), a espessura da orelha 

direita (porção centra do lóbulo) foi avaliada. Ambas as orelhas foram cortadas na 

base e pesadas em balança analítica. O inchaço da orelha foi quantificado 

comparando o peso da orelha sensibilizada com DNCB (direita) com o da orelha 

controle (esquerda). Os resultados são relatados em miligramas. 

 

2.8.3.2. Parâmetros oxidativos 

 

A pele dorsal e a orelha direita foram homogeneizadas em tampão Tris-HCl 50 

mmol L-1 em pH 7,4 (1:10 p/v) para determinação dos parâmetros de estresse 

oxidativo. O material homogêneo foi centrifugado a 900 xg por 10 min e o 

sobrenadante (S1) foi coletado para determinação dos níveis de espécies reativas ao 

TBARS e NPSH. 

 

2.9. Análise estatística 

 

 A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de D'Agostino 

e Pearson. Os dados foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) 

seguida do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas no software 

GraphPad® (EUA). Os dados são expressos como média ± erro padrão da média 

(S.E.M.). O teste Post Hoc foi realizado apenas quando o valor F atingiu o nível 

necessário de significância estatística (p < 0,05) e quando os dados foram 

considerados homogêneos.  
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3. Resultados e discussão 

 

3.1. Caracterização do dialdeído amido (DAS) 

  

 Um dos parâmetros relevantes da presente proposta encontra-se no teor de 

grupos aldeídos formados nas unidades de glicose presentes no St, os quais 

influenciam diretamente as propriedades físico-químicas da tinta produzida e no 

material impresso. No presente estudo, foi possível obter um DAS com um grau de 

substituição de 77% após a reação de oxidação do St. Esse alto teor de grupos 

aldeídos está intimamente relacionado a quantidade de agente oxidante utilizado 

durante o processo de oxidação do St (Ziegler-Borowska et al., 2018). Ainda, o St 

utilizado para a obtenção do derivado DAS, possui baixo teor de amilose e isso 

favorece o processo de modificação do amido, devido a facilidade com que o agente 

oxidante se encontra de acessar as duplas hélices da amilopectina (Vanier et al., 

2017).  

Após a síntese do DAS, sua estrutura e a natureza química caracterizada pela 

técnica de FTIR. Os espectros para o St in natura e o derivado são apresentados na 

Figura 17.  
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Figura 17. Espectros de FTIR obtidos para St e DAS. 

 

Conforme observado, o espectro de FTIR do St apresentou uma banda 

alargada centrada próximo à 3400 cm-1 devido ao estiramento O-H dos grupos 

hidroxila e bandas em 2927, 1140 e 1020 cm-1 referentes aos estiramento C-H 

assimétrico dos grupos CH2, estiramento C-O-C e estiramento da ligação C-O 

presente nas ligações glicosídicas e no anel piranóide do St (C. Liu et al., 2023; Yong 

and Liu, 2024). Ainda, a banda em 1637 cm-1 pode ser relacionada à presença de 

água adsorvida na amostra. No espectro do DAS, nota-se um estreitamento da banda 

relacionado ao estiramento O-H, o que indica uma redução nas interações intra e inter-

cadeias via ligações de hidrogênio provavelmente devido à redução na quantidade de 

grupos hidroxila após a reação de oxidação. O alargamento banda observada na 

região 2950‒2900 cm-1 pode ser associada à contribuição do estiramento C-H de 

aldeídos e a nova banda em 1735 cm-1 é atribuída ao estiramento C=O característico 

dos grupos aldeídos. A presença dessa banda é utilizada para identificar a formação 

do derivado do DAS conforme apontado na literatura (Bajer and Burkowska-But, 

2022). Ainda, pode ser observado no espectro do DAS a redução da banda em 1140 

cm-1 que pode ser atribuída a diminuição das porções das ligações C–O e C–OH 
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presentes no anel glicosídico (Zhao et al., 2023). De modo geral, essas alterações 

com relação ao espectro do St in natura confirmam da síntese do derivado DAS.  

Análises de RMN de 1H também foram realizadas para caracterizar o processo 

de oxidação do St. Os espectros obtidos são apresentados na Figura 18. 

 

 

Figura 18. Espectros de RMN de 1H do St (DMSO-d6 como solvente) e do derivado 

DAS (D2O como solvente) a 400 MHz. 

 

 O espectro de RMN de 1H do St exibiu picos de ressonância característicos das 

unidades glicosídicas do polissacarídeo como em 5,10 ppm (H1), 3,41 ppm (H2), 5,65 

ppm (H3), 5,51 ppm (H4), 3,58 ppm (H5) e 3,6 ppm (H6) que estão em acordo com 

estudos anteriores (Wang and Xie, 2010). É importante ressaltar que o sinal próximo 

à 2,5 ppm é referente ao DMSO-d6 utilizado como solvente. Já para o derivado DAS, 

o espectro de 1H RMN exibiu os sinais de ressonância associados a estrutura do St e 

algumas alterações foram detectadas. Novos picos de ressonância na região 9,36 

ppm e 9,56 ppm que são atribuídos aos prótons dos grupos aldeídos (H7 e H7’). Isso 
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demonstra que os grupos aldeídos no DAS foram oxidados a partir dos grupos 

hidroxilas que existiam nos carbonos C2-C3 das unidades glicosídicas do St (Zhao et 

al., 2023). Embora o teor de oxidação seja alto, os anéis glicosídicos não modificados 

ainda estão presentes nas cadeias glicosídicas e predominam na amostra de DAS, 

sendo ainda detectadas nas análises apresentadas (Ziegler-Borowska et al., 2018).  

3.2. Otimização do processo de impressão dos hidrogéis 3D 

 

 Nesse trabalho foram fabricados filmes por casting e materiais impressos por 

3DP, usando como base uma mistura Gel/DAS. A Gel foi selecionada para ser 

explorada como SLTF devido as suas características de biocompatibilidade e 

biodegradabilidade. Os biomateriais a base dessa bioproteína conseguem realizar a 

absorção de quantidades relativas de exsudatos e ainda manter a maleabilidade do 

material, conseguindo se assemelhar ao tecido vivo e gerar um ambiente confortável 

ao ser utilizado em sistemas transdérmicos (Qu et al., 2022). Já o DAS foi escolhido 

pois esse apresenta em sua estrutura química grupos funcionais que podem realizar 

reticulações com a estrutura química da Gel, sem haver a necessidade de um agente 

reticulante adicional na composição do material (Zhang et al., 2019). Além disso, o 

processo de reticulação entre os grupos amina livres da Gel e os grupos aldeídos do 

DAS beneficia propriedades físicas que garantem a formação de materiais com 

propriedades físicas adequadas para a regulação da taxa de liberação do fármaco 

(Gao et al., 2019).  

 Como uma das etapas iniciais do processo de caracterização foram realizados 

estudos para avaliar a concentração das soluções de Gel e DAS e da proporção 

mássica entre esses compostos para assegurar posteriormente a extrudabilidade do 

hidrogel formado, a fidelidade e reprodutibilidade no formato do filamento produzido. 

Todos esses aspectos são importantes considerando o processo 3DP por extrusão e 

compõem o parâmetro printabilidade, o qual pode ser definido qualitativamente. A 

seguir na Tabela 6 estão dispostas as quantidades mássicas de Gel e DAS, a razão 

entre elas e a ponderação sobre a printabilidade. 
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Tabela 6. Composição das tintas Gel/DAS utilizadas no processo 3DP e definição da 
printabilidade das mesmas. 

Entrada 
Quantidade Gel 

(mg) 

Quantidade DAS 

(mg) 

Razão Gel/DAS 

(m/m) 
Printabilidade 

1 500 500 1:1 Não adequada 

2 900 100 9:1 Não adequada 

3 675 75 9:1 Não adequada 

4 585 65 9:1 Não adequada 

5 450 50 9:1 Adequada 

6 495 50 10:1 Adequada 

 

 A seleção da tinta formulada com alta printabilidade desempenha um papel 

fundamental na impressão 3D (Smith et al., 2021). Isso está relacionado diretamente 

com as propriedades finais do material fabricado. Tintas que apresentam boa 

printabilidade devem exibir características como viscosidade apropriada, capacidade 

de manter a forma após a deposição, aderência entre as camadas impressas e 

estabilidade estrutural (Naghieh and Chen, 2021). Dentre as diversas formulações 

testadas, detalhadas na Tabela 6, a tinta com a composição descrita na entrada 5 foi 

a única escolhida para a impressão dos materiais e para o preparo dos filmes por 

casting. Tanto o processo de extrusão como os filamentos formados a partir da tinta 

preparada com uma razão mássica 9:1 de Gel/DAS se mostrou adequada para a 

impressão dos materiais. É importante salientar que as tintas formuladas com 

concentrações mais elevadas de Gel/DAS, e consequentemente com maior 

viscosidade, exigiram uma pressão de extrusão mais elevada, aproximando-se do 

limite da capacidade da impressora utilizada. Após a fase de impressão, os materiais 

fabricados foram submetidos à liofilização para preservar sua estrutura tridimensional, 

enquanto a água era removida. Por outro lado, os filmes tiveram o solvente evaporado 

por meio da fundição em temperatura ambiente. 

 Ainda, é necessário destacar que foram realizadas avaliações sobre a 

formação de tintas com concentrações de DAS inferiores as mencionadas na entrada 

6 (Tabela 6). No entanto, essas concentrações reduzidas de DAS não foram 

suficientes para gerar um hidrogel adequado para ser utilizado como uma tinta. Isso 

está relacionado, segundo Cui et al., 2022 com a quantidade insuficiente de 

reticulações dinâmicas formadas pela formação do ligações imina (obtida pela reação 

de base de Schiff) e ligações de hidrogênio, entre a Gel e o DAS. Esse fato, evidência 
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a influência crítica da concentração média de DAS na formação dessa estrutura, que 

é fundamental para a 3DP dos hidrogéis impressos fabricados a partir da composição 

Gel/DAS. Além disso, formulações com concentrações mais elevadas de DAS, como 

na entrada 1, apresentaram alta viscosidade e isso está relacionado com a alta 

densidade de reticulação dinâmica entre a Gel e DAS, o que pode ter um impacto 

significativo na extrusão e conformação dos filamentos durante o processo de 

impressão.  

Gillispie et al., 2020 definiram o termo printabilidade como “a capacidade de um 

material, quando submetido a um determinado conjunto de condições de impressão, 

de ser impresso de forma com que resulte na obtenção de uma impressão desejável 

para uma determinada aplicação”. A fim de avaliar a printabilidade da tinta formulada 

alguns testes preliminares foram realizados, incluindo a capacidade de printabilidade 

e fidelidade na formação de filamentos cilíndricos realizados pelo teste de queda do 

filamento e a habilidade de empilhar camadas sucessivas. Como mostrado na Figura 

19 ambas as tintas foram capazes de fabricar hidrogéis impressos com uma estrutura 

claramente definida nas quatro camadas impressas, alta precisão de impressão e uma 

altura ilimitada dentro dos parâmetros testados. Além disso, os testes de queda do 

filamento demonstraram que ambas as tintas possuem propriedades adequadas; no 

entanto, a tinta com HC apresenta características de gel mais adequadas após a 

extrusão, produzindo um filamento mais consistente, contínuo e com uma extremidade 

lisa no bocal da agulha, sem a presença de pequenas dobras ao longo do filamento. 

Vale ressaltar que não foi possível alterar a quantidade de HC, pois essa já foi 

previamente calculada com base na quantidade de polímero final após a impressão 

do hidrogel impresso. 
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Figura 19. Imagens da avaliação da printabilidade da tinta para o teste de queda do 

filamento a) Gel/DAS e b) Gel/DAS@HC e habilidade de formação de camadas a’) 

Gel/DAS e b’) Gel/DAS@HC. 

 

À medida que a concentração das soluções de Gel e DAS foram reduzidas foi 

observado que a tinta ficou extremamente fluida e não foi capaz de imprimir, 

resultando também na formação de gotículas na ponta do bocal da seringa e 

impedindo a formação de um filamento contínuo. Consequentemente, a formação de 

espaço de filamentos entre as camadas não pôde ser observada, uma vez que os 

filamentos se fundiam à mesa de impressão, perdendo sua estrutura e colapsando. 

Por outro lado, a tinta da entrada 6 foi adequada, porém ocorreu um excesso na 

viscosidade resultando na dificuldade de impressão da tinta.  

Em processos baseados na impressão 3D, a tinta inicialmente apresenta em 

um estado de repouso, sofre uma transição para uma condição de alto cisalhamento 

ao passar pelo bocal, assumindo uma nova forma e, finalmente, atinge um novo 

estado de repouso. Uma vez que o material sai do bocal da agulha, ele deve manter 

a forma transmitida sem deformar ou fluir. Um meio de melhorar e manter a extrusão 

homogênea e estável dos filamentos é pela densidade de reticulação que altera 

propriedades reológicas importantes e, que determinam a qualidade da bioimpressão, 

que incluem a viscosidade, módulos viscoelásticos de cisalhamento, recuperação 
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elástica e tensão de cisalhamento (Petta et al., 2018). Parâmetros reológicos 

importantes que devem ser determinados pela análise reológica.  

Os testes preliminares ajudaram na definição da melhor concentração e 

viscosidade ideal para uma melhor printabilidade da tinta. Além disso, estes testes 

mesmo demonstrando que a printabilidade está diretamente relacionado com a 

quantidade de reticulação dinâmica poderá realizar, alterando as proporções de DAS 

presente na solução, testes quantitativos referente aos parâmetros reológicos ainda 

serão necessários para confirmar tal constatação. Visto que, a análise reológica nos 

possibilitará descrever como ocorre a deformação e o fluxo do material sob a influência 

de forças aplicadas durante o processo de impressão (Schwab et al., 2020). 

 

3.3. Caracterização dos filmes e dos hidrogéis impressos 

 

A natureza química dos filmes e os hidrogéis impressos e de seus precursores 

foi analisada por FTIR e os espectros obtidos são apresentados nas Figuras 20a e 

20b.   

 

 

Figura 20. Espectros de FTIR para (a) os materiais precursores Gel, DAS e HC e (b) 

dos filmes F-Gel/DAS, F-Gel/DAS@HC e dos hidrogéis impressos 3D-Gel/DAS e 

3D-Gel/DAS@HC. 

 

No espectro da Gel pura é possível observar uma banda em 3440 cm-1 devido 

ao estiramento O–H dos grupos hidroxila, a qual sobrepõe a banda associada ao 

estiramento N–H de aminas primárias e amida e bandas na região de 2990‒2820 cm-
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1 devido ao estiramento C–H dos grupos CH2 e CH3. Já as em 1645, 1540 e 1235 cm-

1 correspondem aos estiramentos dos grupos amida I (C=O), amida II (flexão N–H) e 

amida III (estiramento C–N  e vibrações de deformação no plano N–H), 

respectivamente (Sun et al., 2024). No espectro de FTIR da HC observa-se bandas 

em 3427 cm-1 referente ao estiramento O–H, em 2980 cm-1 devido ao estiramento C–

H das ligações CH2 e CH3, em 1742 e 1720 cm-1 referentes aos estiramento C=O dos 

grupos carbonílicos presentes no anel cíclico e em 1635 cm-1 devido ao estiramento 

C=C da porção aromática da HC (Voss et al., 2020).  

Já nos espectros de FTIR obtidos para os materiais formados a partir da 

reticulação entre Gel e DAS (Figura 20b) é possível observar que todos, 

independentemente se são filmes ou hidrogéis, apresentam principalmente as bandas 

características da Gel, a qual é o componente majoritário desses materiais. Contudo, 

quando comparados com o espectro da Gel pura, os espectros obtidos para os 

materiais preparados apresentam algumas modificações. Por exemplo, há um 

alargamento das bandas torno de 3440 cm-1, associada aos estiramentos O–H e N–

H, nos espectros dos materiais preparados por casting o que pode sugerir um aumento 

nas interações inter e intramoleculares devido a ligações de hidrogênio entre a Gel e 

o DAS. Também, pode ser observado nos espectros F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS a 

diminuição da intensidade da banda em 1745 cm-1 a qual é associada aos grupos 

aldeídos do DAS. Essa mudança indica o consumo desses grupos devido a reação 

de formação de base de Schiff (Moreno et al., 2017). Além disso, nota-se o 

aparecimento de uma banda em 1651 cm-1 nos espectros dos materiais preparados, 

a qual é atribuída ao estiramento C=N da base de Schiff formada. Todas essas 

observações estão de acordo com estudos prévios reportados na literatura que 

utilizaram metodologia semelhante para o preparado de materiais reticulados (Cui et 

al., 2022; Lee et al., 2019; Sun et al., 2024). O Esquema 5 ilustra o processo de 

reticulação entre Gel e DAS via formação de base de Schiff. 
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Esquema 5 

  

Os espectros de FTIR obtidos para os materiais formulados carregados com 

HC (F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC), mostram-se muito semelhantes aos 

espectros dos materiais em o fármaco. Entretanto ao analisarmos os espectros na 

Figura 20b, observa-se nos espectros  F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC o 

aparecimento de uma banda tipo ombro em 1730 cm-1 e o alagamento da banda em 

1651 cm-1 que podem ser atribuídas ao estiramento C=O  do grupo carboxílico e C=C 

e anel aromático da HC, respectivamente, indicando a presença do fármaco disperso 

na estrutura dos materiais (Voss et al., 2020). Ainda, nestes espectros é possível 

observar o deslocamento da bandas referentes as vibrações dos grupos O–H que 

podem estar associadas as interações por ligação de hidrogênio que os grupos 

hidroxilas presentes na estrutura da HC realizam com a matriz polimérica (Davoudi et 

al., 2018). 

 Análises de TGA/DTG foram realizadas para investigar a relação estrutura-

propriedades dos filmes preparados por casting e dos hidrogéis impressos. Os 

resultados dessas análises estão expostos nas Figura 21a e 21b.  
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Figura 21. Curvas de TGA (a) e curvas de DTG (b) obtidas para os materiais F-

Gel/DAS, 3D-Gel/DAS, F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC e para a HC pura. 

 

 Pelas curvas de TGA e DTG obtidas para a HC pura é possível observar que o 

fármaco apresenta dois estágios principais de perda de massa. A primeira etapa 

acontece na faixa de temperatura entre 164 e 270 °C que pode estar relacionada as 

reações de descarboxilação e desidratação da HC, enquanto a segunda etapa 

acontece entre 270 a 470 °C atribuível a carbonização do fármaco (Celebioglu and 

Uyar, 2020). Para as curvas de TGA/DTG dos materiais fabricados por casting e por 

3DP, de maneira geral, estes exibiram apenas dois estágios de perda de massa, com 

algumas discrepâncias. Contudo, pode ser inferido que ambas as perdas estão 

associadas à degradação térmica da Gel, que se encontra em maior proporção nos 

materiais (Barreto et al., 2003). Além disso, a ausência estágios perda de massa 

específicos para cada componente (Gel e DAS) indica uma boa compatibilidade entre 

as estruturas químicas dos mesmos. 

 Para os materiais F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS, o primeiro estágio de perda de 

massa ocorreu numa faixa de temperatura de 38‒180 °C, aproximadamente e, pode 

ser atribuída à volatilização da umidade (8 e 11% de perda de massa, 

respectivamente). Já o segundo estágio, ocorreu na faixa de 136 a 473 °C e está 

relacionada à eliminação de água interna e à decomposição térmica da Gel e DAS. 

Esse estágio gerou uma perda de massa de 46% para F-Gel/DAS e de 50% para 3D-

Gel/DAS, respectivamente. Ao analisar esses resultados foi possível observar que os 

materiais fabricados por casting apresentaram uma menor perda de massa no 

primeiro estágio em comparação com os hidrogéis impressos. Isso sugere que os 

materiais fabricados por casting são menos higroscópicos. Tal diferença pode ser 
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explicada pela técnica de fabricação dos materiais. No processo de casting, ao 

contrário dos hidrogéis impressos liofilizados, além de não favorecer a formação de 

uma estrutura porosa, os filmes fabricados realizaram a evaporação gradual do 

solvente. Isso leva a formação de reticulações dinâmicas em maior quantidade, 

resultando em uma menor quantidade de grupos funcionais disponíveis para as 

interações com a água (SIMONI et al., 2017).  

Os materiais produzidos com o fármaco disperso (F-Gel/DAS@HC e 3D-

Gel/DAS@HC) apresentaram um comportamento térmico semelhante aos materiais 

F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS, sendo observado para esses também dois estágios de 

perda de massa. Conforme observado nas curvas de DTG (Figura 21b) uma houve 

uma diminuição da faixa de temperatura do primeiro estágio (entre 29‒179 °C) relativo 

à perda de umidade. No entanto, há um aumento na porcentagem de perda de massa 

para os materiais contendo o fármaco disperso, obtendo uma perda de massa de 

aproximadamente 7 e 13%, para F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC, 

respectivamente. Para o segundo estágio de perda de massa, um aumento na 

temperatura de degradação que ocorreu numa faixa de temperatura entre 174 e 500 

°C foi observado, o que sugere um aumento na estabilidade térmica dos materiais. A 

presença do fármaco em ambos os materiais elevou a temperatura máxima 

relacionada ao processo de degradação térmica dos componentes que forma os 

materiais (Gel e DAS), conforme observados nas curvas DTG. Esse comportamento 

pode ser atribuído ao aumento de interações por ligações de hidrogênio realizadas 

entre a HC e a matriz Gel/DAS (SIMONI et al., 2017). Por fim, foi possível observar 

nas curvas DTG dos materiais contendo o fármaco, os dois picos associados à 

degradação térmica do mesmo (em 245 e 320 °C). Na curva do hidrogel impresso 

(3D-Gel/DAS@HC) a observação desses picos é mais clara uma vez que para esse 

material a relação mássica entre fármaco e Gel/DAS é maior. De modo geral, esses 

dados de TGA/DTG confirmam o carregamento do fármaco nos materiais preparados 

e demonstram a interação entre os componentes, corroborando com a análise de 

FTIR. 

A avaliação morfológica das porções superficiais dos materiais produzidos foi 

feita a partir de imagens obtidas por MEV. As imagens apresentadas nas Figuras 22a 

e 22b são referentes às amostras de filme sem e com presença do fármaco (22a’ e 

22b’). 
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Figura 22. Imagens obtidas por MEV para (a) F-Gel/DAS e (b) F-Gel/DAS@HC e 

(a’) e (b’) são dos filmes de F-Gel/DAS e F-Gel/DAS@HC após o processo de 

formação. 

 

 De modo geral, o filme F-Gel/DAS (Figuras 22a e 22a’) exibiu uma superfície 

uniforme, livre de poros e homogênea, o que sugere uma boa compatibilidade entre 

os materiais de partida (Gel e DAS), o que corrobora a análise de TGA/DTG (Maroufi 

et al., 2022). Essa uniformidade e a formação de uma estrutura densa dos filmes F-

Gel/DAS associadas com a ausência de rugosidades ou fraturas. A dispersão da HC 

não demonstrou afetar a morfologia superficial dos filmes de F-Gel/DAS@HC (Figura 

22b), ou seja, mesmo após o carregamento do fármaco na matriz polimérica não é 

possível observar a formação de aglomerados na superfície dos filmes, o que confirma 

que a HC não altera a morfologia superficial do material fabricado a base de Gel/DAS, 

o que ratifica com os resultados anteriores.  
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 Na Figura 23a e 23b são apresentadas as imagens obtidas por MEV dos 

hidrogéis impressos com e sem a presença da HC (23a’ e 23b’). Conforme observado, 

ambos os hidrogéis apresentaram uma estrutura porosa e por isso foi utilizado o 

software Size Meter® para se determinar o tamanho médio de poros desses materiais. 

 

  

Figura 23. Imagens obtidas por MEV dos hidrogéis impressos, com diferentes 

magnitudes, das amostras (a, a’) 3D-Gel/DAS, (b, b’) 3D-Gel/DAS@HC e os 

hidrogéis impressos (a”) 3D-Gel/DAS e (b”) 3D-Gel/DAS@HC. 

 

 As imagens apresentadas nas Figuras 23a e 23a’ confirmam que amostra 3D-

Gel/DAS apresenta um arranjo espacial equivalente ao desenho padrão usado na 

3DP. Conforme avaliado, o espaçamento entre os filamentos são de 

aproximadamente 530 ± 37 µm. Ainda, os filamentos apresentaram uma estrutura 

microporosa não homogênea com poros com tamanho médio de 89 ± 24 µm. Esses 

microporos foram formados durante o processo de liofilização utilizado durante a 

produção do material. O processo de liofilização é utilizado para a secagem de 

materiais e ao mesmo tempo que pode haver a formação de uma estrutura porosa 

dependendo da taxa de congelamento do material (Aslzad et al., 2022). Esses poros 

são formados pela sublimação dos cristais de gelos formados no interior dos materiais, 

previamente congelados (Guastaferro et al., 2021). Ao observarmos as imagens 

obtidas para os hidrogéis impressos contendo o fármaco disperso na solução 
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formadora do gel (Gel/DAS) é possível notar um aumento no tamanho desses poros 

formados durante a 3DP e uma diminuição relativa dos filamentos impressos. As 

Figuras 23b e 23b’ revelam que a superfície dos hidrogéis impressos com HC 

possuem filamentos com diâmetro de 571 ± 19 µm e microporos tamanho médio de 

119 ± 58 µm.  

As imagens fotográficas apresentadas nas Figuras 24a,a’ e 24b,b’  permitem 

visualizar os hidrogéis impressos antes e após o processo de secagem dos mesmos 

por liofilização. Nota-se que antes e mesmo após o processo de liofilização os 

filamentos  não colapsaram indicando a estabilidade dos materiais devido ao processo 

de reticulação nesse estudo. Ligações de Schiff possuem um caráter dinâmico o que 

possibilita que os hidrogéis mesmo após o processo de extrusão voltem a ter uma 

rede reticulada, o que confere essa estabilidade (Vítková et al., 2023). Vale mencionar, 

que até o momento, não há registro na literatura mencionando a combinação de 

Gel/DAS via ligações dinâmicas por meio de reações de base de Schiff que foram 

utilizados para a fabricação de hidrogéis impressos usados em SLTF. 

 

 

Figura 24. Imagens fotográficas obtidas dos hidrogéis (a) 3D-Gel/DAS e (b) 3D-

Gel/DAS@HC impressos e após liofilização. (a’) 3D-Gel/DAS e (b’) 3D-

Gel/DAS@HC. 
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De modo geral, materiais porosos são atraentes para serem utilizados como 

SLTF, pois exibem uma área superficial ampliada, com grande volume de poros e 

espaços entre os filamentos, permitindo a adsorção e deposição de fármacos (Farzan 

et al., 2023). Além disso, a grande área superficial obtidas pela fabricação dos 

hidrogéis impressos, pode facilitar a taxa de dissolução de fármacos que são pouco 

insolúveis, como no caso da HC (Baumgartner and Planinšek, 2021).  Por este motivo, 

a capacidade de absorção de fluídos biológicos dos materiais foi avaliada e suas 

curvas podem ser observadas na Figura 25.  

 

 

Figura 25. Curvas de intumescimento dos F-Gel/DAS e F-Gel/DAS@HC em PBS 

(pH 7,4) a 37°C. 

 
 Conforme observado, todos os materiais avaliados apresentaram uma 

rápida taxa de intumescimento inicial, com a maioria alcançando quase o máximo de 

intumescimento nos primeiros 5 min de imersão em PBS. Posteriormente, após 20 

min de experimento, as curvas atingiram um platô, sugerindo que o processo de 

intumescimento atingiu um equilíbrio. Os materiais formados por casting, F-Gel/DAS 

e F-Gel/DAS@HC, apresentaram um grau de intumescimento máximo de 297 e 307%, 
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respectivamente. Esses dados obtidos corroboram com as análises realizadas 

anteriormente, visto que, na fabricação do material por técnica de casting as 

reticulações covalentes e iônicas foram formadas de forma gradativa ao longo do 

processo de volatilização do solvente e formação do filme, o que diminuiu a 

quantidade de   alta grau de intumescimento está relacionado com os grupos livres 

para realizar interações com a água (Aslzad et al., 2022). Além disso, por essa técnica 

de fabricação dos filmes acaba por gerar materiais 2D livres de poros, o que dificulta 

ainda mais o processo de intumescimento. Ainda, pode ser observado que a HC não 

influenciou significativamente no intumescimento do material, demonstrando que o 

fármaco estava apenas disperso no material, sem realizar interações com a Gel e DAS 

o que pode facilitar o processo de liberação do fármaco. 

Por outro lado, os materiais impressos (3D-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS@HC), além 

de apresentarem comportamentos semelhantes aos filmes, pode ser observado um 

intumescimento máximo de 699 e 853% , respectivamente, Figura 26. 

 

 

Figura 26. Curvas de intumescimento dos 3D-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS@HC em PBS 
(pH 7,4) a 37°C. 
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 O alto grau de intumescimento apresentado pelos os hidrogéis fabricados por 

3DP e liofilizados está diretamente relacionado com o caráter dinâmico que esse 

material sofre ao ser fabricado. Ao realizar a formação da tinta a formação de 

reticulações iônicas e covalentes que ao entrarem em contato com o processo de 

extrusão, as reticulações mais fracas (iônicas) se afastam ao ponto de não 

conseguirem retornar ao seu distanciamento original e, com isso, deixando o material 

com uma maior quantidade de grupos disponíveis para realizar interações com a 

água. Ainda, o processo de secagem do material por liofilização e o desenho impresso 

leva à maior área superficial desses materiais 3D e a sua grande quantidade de poros 

e espaços entre os filamentos o que facilita a difusão e absorção de líquidos (Aslzad 

et al., 2022).  

 De acordo com os dados de intumescimento, foi possível notar também que o 

hidrogel 3D-Gel/DAS sem o HC apresentou maior grau de intumescimento quando 

comparado com o hidrogel 3D-Gel/DAS@HC. Isso está relacionado com a interação 

que a HC realiza com os grupos hidrofílicos livres presente na matriz deste hidrogel, 

o que pode limitar a capacidade de absorção de água. Biomateriais com alto grau de 

porosidade e que conseguem absorvem em grande quantidade de fluídos são ideias 

para serem utilizados em sistemas transdérmicos (Vivcharenko et al., 2021). Visto que 

ao remover os fluídos exsudativos, formados pela resposta inflamatória, conseguem 

proporcionar um ambiente adequado para a regeneração do tecido e, ainda fornecer 

oxigênio e manter a umidade adequada (Hodge et al., 2022). 

No geral, ambos os materiais (filmes e hidrogéis) apresentam a capacidade de 

absorção de líquidos e a uma cinética de absorção relativamente rápida, propriedades 

interessantes para a aplicação de SLTFs.  

 

3.4. Liberação in vitro de HC  

  

A Figura 27 apresenta os resultados dos ensaios de liberação (in vitro) do 

fármaco HC a partir das amostras F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC em PBS (pH 

7,4) a 37 ºC. Vale relembrar que esses ensaios foram realizados utilizando uma célula 

de difusão de Franz, com o intuito de mimetizar um processo de liberação 

transdérmica (Pulsoni et al., 2022). Ainda, as amostras foram dimensionadas em 

termos de massa para apresentarem a mesma quantidade inicial de HC (5 mg). 
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Figura 27. Cinética de liberação da HC carregada nos materiais F-Gel/DAS e 3D-

Gel/DAS em PBS (pH 7,4) a 37 ºC. Nota: As curvas contínuas são referentes ao fit-

não linear dos dados experimentais utilizando o modelo de Korsmeyer-Peppas. 

 

 Analisando as curvas de liberação dos materiais (F-Gel/DAS@HC e 3D-

Gel/DAS@HC) é possível observar que estas apresentaram um perfil lento de 

liberação ao longo das 48 h de teste (ou 2880 min). Durantes os primeiros 250 min de 

experimento, ambos os materiais apresentam uma taxa de liberação rápida, 

principalmente o filme F-Gel/DAS@HC. Para essa amostra, a quantidade de HC 

liberada no tempo 250 min foi de aproximadamente 50% da massa de fármaco 

carregada. Essa taxa liberação rápida no início do experimento é provavelmente 

devido a liberação de moléculas de HC carregadas na porção superficial dos 

materiais. Para tempos mais longos, o perfil cinético de liberação das duas amostras 

foi comparável. No entanto, para o filme 100% do HC carregado foi liberado em 30 h 

(ou 1800 min), enquanto para 3D-Gel/DAS@HC a liberação completa do fármaco só 

ocorreu após 48 h. Interações mais perceptíveis entre o fármaco e a matriz do hidrogel 

podem explicar esse resultado. 
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 A fim de obter informações sobre os mecanismos que regem no processo de 

liberação da HC, dos materiais preparados, os dados experimentais foram 

examinados usando diferentes modelos matemáticos. No qual, o modelo matemático 

que forneceu o maior valor R2 (coeficiente de determinação linear) foi considerado 

capaz de explicar os dados de liberação e, portanto, capaz de indicar o melhor 

mecanismo de liberação da HC a partir dos materiais fabricados por casting e por 

3DP. Após observar os valores de R2 calculados para cada modelo, foi definido que o 

modelo não-linear de Korsmeyer-Peppas apresentou maior robustez para explicas os 

dados experimentais (R2 > 0,94) (Korsmeyer et al., 1983). Utilizando esse modelo 

matemático é possível obter parâmetros importantes que determinam o mecanismo 

de liberação do fármaco como, por exemplo, o expoente de liberação (n). Se n for 

igual a 0,43 o mecanismo que controla a liberação do fármaco se dá por difusão 

Fickiana – descrita para o transporte de fluídos de uma região de alta concentração 

para regiões de baixa concentração (Fu and Kao, 2010). Já se n for igual a 1, a cinética 

de liberação é de ordem-zero, sendo a liberação controlada por mecanismos de 

transporte do Caso II – a liberação ocorre pelo intumescimento do polímero através 

do relaxamento da matriz ou a liberação mediante erosão. Se caso os valores de n 

forem menores que 0,43 ou maior que 1 indicam uma cinética de transporte anômalo, 

com uma combinação dos dois mecanismos de difusão e de transporte de Caso II 

(Ciro et al., 2019). 

 Os valores de n calculadas para ambos os materiais foram próximos a 0,3, o 

que indica que a liberação de HC a partir do filme e do hidrogel impresso são regidos 

pela Lei de Fick (Lopina and Kanjickal, 2004). Essa lei descreve como acontece o 

transporte de fluídos de uma região de alta concentração para regiões de baixa 

concentração química, sob condições permanentes (Fu and Kao, 2010). A difusão é 

um processo que depende do tempo, ou seja, o tempo de relaxação do polímero é 

maior que o tempo específico de difusão do solvente. Logo, esse resultado demonstra 

que o mecanismo de liberação da HC de uma matriz constituída de Gel/DAS 

aparentemente independe do modo de fabricação do material, considerando aqueles 

utilizados nesse estudo. Mesmo a difusão sendo virtualmente facilitada pela estrutura 

porosa do hidrogel 3D-Gel/DAS@HC e maior capacidade de intumescimento do 

mesmo, a interação do fármaco mais proeminente com esse material auxilia no 

controle do processo de liberação. Os resultados obtidos e descritos até aqui, 
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demonstram que as propriedades físico-químicas e de liberação dos materiais de F-

Gel/DAS e 3D-Gel/DAS são adequadas para que essas atuem como potenciais 

veículos transportadores para encapsulação e liberação transdérmica de fármacos, 

como a HC.   

 

3.5. Estudos in vivo 

 

 A fim de, avaliar a eficiência terapêutica dos materiais fabricados por meio de  

diferentes técnicas (casting e 3DP), foi escolhido um modelo animal de dermatite 

atópica. Diversos estudo empregam o DNCB para induzi condições cutâneas 

semelhantes à dermatite atópica (DA) em camundongos. Essa molécula da classe do 

heptanos é injetada na camada epidérmica dos animais para causar inicialmente uma 

resposta imune. A exposição repetida leva ao desenvolvimento de um estado 

semelhante ao da DA em camundongo (Saito et al., 2017). A indução de DNCB causa 

anafilaxia e o aparecimento de lesões cutâneas semelhantes a DA incluem pele mais 

espessa, ressecamento, inchaço, edema e eritema (Saito et al., 2017). 

 Os efeitos da aplicação tópica para os materiais são representados na Figura 

28B, os dados obtidos ilustram os efeitos dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-

Gel/DAS@HC e com a HC na gravidade das lesões cutâneas e no comportamento de 

coçar em camundongos. Os resultados demonstraram que todos os animais expostos 

ao DNCB exibiram sinais clínicos semelhantes aos da DA, caracterizados por um 

aumento no escore clínico de gravidade da pele, quando comparados com o grupo 

controle. Os tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e  com a HC reduziram 

efetivamente a gravidade das lesões cutâneas induzidas por DNCB. Por outro lado, 

os tratamentos F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS não alteraram a gravidade das lesões 

induzidas pelo DNCB. O tratamento com F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e com a 

HC mostrou uma diferença estatística no escore clínico de gravidade da pele em 

comparação com camundongos tratados com F-Gel/DAS (p > 0,05) (ANOVA: F(6,42) = 

23,58, p < 0,0001) (Figura 28B). 

Já os resultados obtidos para o tempo em que os animais levaram para coçar, 

Figura 28C, foi possível observar que os camundongos expostos ao DNCB exibiram 

um aumento no tempo de coçar em comparação com o grupo controle (p < 0,001). O 

tratamento F-Gel/DAS@HC reduziu efetivamente a gravidade das lesões cutâneas 
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induzidas por DNCB. No entanto, os tratamentos 3D-Gel/DAS@HC e apenas com a 

HC não alteraram o comportamento de coçar em comparação com os ratos tratados 

com DNCB (p > 0,05). Uma diferença estatisticamente significativa foi observada entre 

os tratamentos F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC, sugerindo que a aplicação 

tópica de F-Gel/DAS@HC foi mais eficaz na redução do comportamento de coçar em 

camundongos tratados com DNCB do que 3D -Gel/DAS@HC ou HC (ANOVA: F(6,42) 

= 10,11, p < 0,0001) (Figura 28C). 

 

 

Figura 28. Efeito dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e HC nos sinais 

clínicos semelhantes à DA induzidos por 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) em 

camundongos. (A) Imagens das lesões cutâneas dos grupos de ratos tiradas no último 

dia do experimento (dia 30). (B) Pontuação das lesões cutâneas. (C) Tempo de coçar 

avaliado no dia 30 do protocolo experimental. Cada coluna representa a média ± SEM 
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de 7 ratos por grupo. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 e (****) p < 0,0001 denotam níveis de 

significância em comparação com o grupo controle; (##) p < 0,01 denota níveis de 

significância em comparação com o grupo DNCB; (&) p < 0,05 denota níveis de 

significância em comparação com o grupo F-Gel/DAS@HC; (@) p < 0,05 denota 

níveis de significância em comparação com o grupo 3D-Gel/DAS@HC; (+) p < 0,05 

denota níveis de significância em comparação com o grupo HC (creme) (ANOVA 

unidirecional seguida do teste de Tukey). 

 

Efeitos dos parâmetros inflamatórios 

 

Os resultados representados na Figura 29 demonstram os efeitos exercidos 

pelas formulações contendo ou não HC nos testes desenvolvidos para a espessura 

de orelha e na atividade de MPO induzida por DNCB em camundongos. Os resultados 

evidenciam que o DNCB aumentou substancialmente a espessura das orelhas em 

comparação com o grupo controle. No entanto, apenas o tratamento com HC foi eficaz 

na redução do a espessura das orelhas induzidas pela DNCB em camundongos. A 

aplicação tópica de F-Gel/DAS, F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS@HC 

não reduziu a espessura da orelha induzido por DNCB em camundongos (ANOVA: 

F(6,42) = 11,05, p < 0,0001) (Figura 29A). 

Em relação à atividade da MPO, os resultados revelaram que o DNCB 

aumentou significativamente a atividade da MPO nas orelhas e na pele dorsal dos 

camundongos quando comparado com o grupo controle. A análise dos dados 

estatísticos revelou que os tratamentos F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC 

reduziram a atividade de MPO da orelha induzida por DNCB em camundongos, de 

forma semelhante aos tratamentos F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS (ANOVA: F(6,42) = 5,554, 

p < 0,001) (Figura 29B). Na pele dorsal, nenhum dos tratamentos tópicos foi eficaz 

na redução da atividade da MPO (ANOVA: F(6,42) = 3,506, p < 0,01) (Figura 29C). 
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Figura 29. O efeito dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e HC no 

inchaço da orelha (A) e na atividade da mieloperoxidase (MPO) na orelha (B) e na 

pele dorsal (C) de camundongos expostos ao 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB). Cada 

coluna representa a média ± SEM de 7 ratos por grupo. (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 e 

(****) p < 0,0001 denotam níveis de significância em comparação com o grupo 

controle; (#) p < 0,05 e (##) p < 0,01 denotam níveis de significância em comparação 

com o grupo DNCB (ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey). 

 

3.6. Efeito da peroxidação lipídica e nos níveis de NPSH 

 

Os efeitos dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e com a HC 

nos níveis de TBARS e NPSH na orelha e na pele dorsal dos camundongos são 

apresentados nas Figuras 30A-4D. A indução de DNCB levou a um aumento nos 

níveis de TBARS na orelha (ANOVA: F(6,42) = 4,654, p < 0,01) e pele dorsal (ANOVA: 

F(6,42) = 13,80, p < 0,0001) de camundongos comparados com o grupo controle. Os 

resultados também indicaram que o tratamento repetido com F-Gel/DAS@HC, 3D-

Gel/DAS@HC e HC reduziu os níveis de TBARS em animais expostos ao DNCB em 

ambos os tecidos. Por outro lado, os tratamentos tópicos com F-Gel/DAS e 3D-

Gel/DAS não alteraram os níveis de TBARS na orelha e na pele dorsal de 

camundongos quando comparados ao grupo DNCB. Nenhuma diferença foi 

observada entre as aplicações tópicas de F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e HC. 

No entanto, os tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e HC foram 
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estatisticamente mais eficazes na redução dos níveis de TBARS na pele dorsal de 

camundongos expostos ao DNCB do que o F-Gel/DAS e 3D-Gel /DAS (Figuras 30A 

e 30B). 

 Nossos resultados, em relação aos níveis de NPSH, demonstram que o 

tratamento repetido com F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e/ou HC não alterou os 

níveis de NPSH na orelha de camundongos em comparação com DNCB, F-Gel/DAS 

e grupos 3D-Gel/DAS (ANOVA: F(6,42) = 2,620, p < 0,05). Porém, na pele dorsal de 

camundongos, a aplicação tópica de 3D-Gel/DAS@HC aumentou os níveis de NPSH 

em comparação ao grupo DNCB (ANOVA: F(6,42) = 6,024, p < 0,001). Além disso, os 

níveis de NPSH na pele dorsal diferiram estatisticamente entre os grupos 3D-

Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS e HC. Além disso, os animais expostos ao DNCB 

exibiram diminuição nos níveis de NPSH tanto na orelha quanto na pele dorsal em 

comparação ao grupo controle (Figuras 30C e 30D). 
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Figura 30. O efeito dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC ou HC nos 

níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) na orelha (A) e na pele 

dorsal (B), conforme bem como nos níveis de tiol não proteico (NPSH) na orelha (C) 

e na pele dorsal (D) de camundongos expostos ao 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB). 

Cada coluna representa a média ± SEM de 7 ratos por grupo. (*) p < 0,05 e (**) p < 

0,01 denotam níveis de significância em comparação com o grupo controle; (##) p < 

0,01 denota níveis de significância em comparação com o grupo DNCB; (@) p < 0,05 

e (@@@) p < 0,001 denotam níveis de significância em comparação com o grupo 3D-

Gel/DAS@HC (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey). 
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4. Conclusão 

 

 A partir do estudo apresentado neste capítulo foi possível demonstrar a 

eficiência do protocolo experimental escolhido para a síntese do DAS, no qual, 

permitiu obter um derivado do St com teor de grupos aldeído de 77%. A associação 

do derivado com Gel possibilitou o preparo de diferentes materiais fabricados por 

técnicas, incluindo materiais casting e hidrogéis impressos. Ambos os materiais 

provaram ser relativamente homogêneos, com estruturas estáveis e com bom 

manuseio. Usando o método de casting, uma série de filmes foram preparados sem e 

com o fármaco HC. Já usando o método de 3DP foi possível obter hidrogéis impressos 

com quatro camadas, no qual, também foram preparados materiais com e sem a 

presença da HC. Ensaios de caracterização iniciais revelaram que os materiais 

preparados por casting e hidrogéis impressos com tiveram características distintas, 

incluindo a porosidade, densidade de reticulação dinâmica diferentes e 

intumescimento. Apesar disso, os materiais preparados com o fármaco HC, foram 

usados para realizar as análises de caracterização e os testes in vitro  e in vivo. 

 As análises de caracterização (FTIR, TGA/DTG) confirmaram a interação entre 

os polímeros, a qual ocorre por reticulação covalente e não covalente, com a formação 

de grupos imina formado pela reação de base de Schiff e ligações de hidrogênio entre 

os grupos amina e hidroxila dos polímeros. Estas análises também confirmaram a 

presença da HC nas matrizes poliméricas. Estudos in vitro, demonstraram que ambos 

os materiais realizaram a liberação do fármaco durante 48 h. Já os testes in vivo, 

usando um modelo de dermatite induzida por DNCB em camundongos mostraram que 

os materiais preparados com Gel/DAS carregados com a HC, aplicados topicamente 

exibiram desempenho comparável ao fármaco livre (controle positivo), que foi 

administrado de forma tópica. Conforme avaliado os materiais carregados com a HC  

reduziram efetivamente a gravidade das lesões cutâneas e os níveis de TBARS 

induzidas por DNCB. No entanto, não foram eficientes para reduzir a espessura da 

orelha dos animais. Vale ressaltar, porém que outros testes comportamentais estão 

em andamento, com o intuito de avaliar comorbidades psiquiátricas, tais como 

ansiedade e depressão afim de ampliar o escopo das análises realizadas. No geral, 

os dados obtidos até o momento da confecção desta Tese demonstram que os 
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materiais preparados com o DAS sintetizado (F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC) 

podem ser utilizados como SLFT para o fármaco HC. 
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CAPÍTULO IV – CONCLUSÃO GERAL 

 

1. Conclusão Geral 

 

  

 A constante busca de novos biomateriais, que sejam empregados na área 

medicinal, estimula a produção de novos derivados do amido. Os derivados por 

atribuírem novas propriedades físico-químicas e biológicas aos materiais, tornam-se 

atrativos para serem empregados como biomateriais, no processo de cura de 

diferentes patologias. Nesse sentido, os estudos demonstrados até aqui, reforçam a 

importância da constante busca por novos derivados de polissacarídeos, empregados 

na medicina como biomateriais. No Capítulo III, a derivatização do amido, por meio da 

reação de eterificação, foi possível haver a formação do CSt com propriedades 

superior ao do amido, como baixa viscosidade e alta solubilidade. Esse derivado foi 

utilizado como base para a formação de filmes poliméricos de CSt e PVA, que foram 

utilizados como veículos de carregamento e entrega local do fármaco MTX, usado em 

doenças como a AR. Testes in vitro, demonstraram que o MTX carregado no filme 

consegue atingir a camada transdérmica, sugerindo que os filmes preparados são 

potenciais dispositivos para sistemas de liberação transdérmica de medicamentos. 

Ainda, testes in vivo revelaram a eficiência dos filmes carregados MTX no tratamento 

e atenuação de sintomas de AR. Os resultados demonstraram que os filmes obtiveram 

a mesma eficiência de cura da AR, quando comparados com o grupo controle, que foi 

tratado com o MTX por via oral. Já no Capítulo IV, a derivatização do amido, por meio 

da reação de oxidação, foi possível haver a formação do DAS com propriedades 

superiores ao do amido, com baixa viscosidade e alta solubilidade em temperaturas 

elevadas. Ainda, esse derivado foi utilizado como base para a formação de materiais 

por casting  e hidrogéis impressos usando DAS e Gel, que foram utilizados como 

veículos de transporte e entrega do fármaco HC, usado em doenças como a DA. 

Testes in vitro, demonstram que a HC carregada nos materiais é liberado de forma 

gradativa durante 48 h. Já os testes in vivo revelaram a eficiência do carregamento da 

HC nos materiais atenuando alguns sintomas da DA.     

 Em geral, os estudos descritos nessa Tese reforçam a importância da 

formulação de novos derivados do amido, voltados para a formação de novos 
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biomateriais, com o intuito de serem utilizados na área médica e farmacêutica. Os 

mesmos podem ser utilizados no preparo de materiais a partir de diferentes 

metodologias, o que demonstra sua versatilidade em termos de processabilidade. 

Apesar da extensa caracterização e dos testes in vitro e in vivo apresentados, estudos 

futuros são necessários para completar a caracterização físico-química e biológica 

desses derivados a fim de viabilizar o preparo de biomateriais a partir dos mesmos. 
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