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RESUMO

NORNBERG, Andressa Baptista. PREPARO E APLICACAO DE DISPOSITIVOS DE
LIBERACAO TRANSDERMICA DE FARMACOS UTILIZANDO AMIDO CATIONICO E
DIALDEIDO AMIDO. 2024. Tese (Doutorado) - Programa de Po6s-Graduacdo em Quimica.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os derivados do amido tém atraido a atencéo de diversos pesquisadores por conferirem novas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas aos biomateriais desenvolvidos a partir deles. No
entanto, aspectos relacionados ao tipo de biomaterial preparado e sua aplicacdo alvo
necessitam ainda ser investigados. Com base nisso, esta Tese de doutorado descreve a
sintese de dois derivados do amido e explora seu uso no preparo de biomateriais para
atuarem como sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos (SLTF). O primeiro derivado
sintetizado foi o amido catidnico (CSt), o qual apresentou um grau de substituicdo igual a 0,7.
Cstfoi utilizado na fabricacéo de filmes poliméricos em conjunto com poli(alcool vinilico) (PVA)
e sulfato de condroitina (ChS), para servirem como veiculos de transporte do farmaco
metotrexato (MTX), usado no tratamento da artrite reumatdide (AR). Analises de
caracterizacdo demonstraram a interacéo entre os polimeros e uma interagdo minima com o
farmaco.z. A amostra contendo 5 m/m-% de MTX, a qual possibilitou a penetracao do farmaco
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 atenuacao e tratamento dos sintomas da AR quando comparado com 0 grupo
controle tratado oralmente com MTX livre. O segundo derivado sintetizado foi o dialdeido
amido (DAS), obtido por uma reagéo de oxidagdo, com um teor de grupos aldeido igual a
77%. A reticulacdo desses grupos com grupos amina da gelatina (Gel) via formacao de bases
de Schiff foi explorada na fabricacdo de filmes por casting e hidrogéis por impresséo 3D, os
quais foram testados como veiculos de transporte do farmaco hidrocortisona (HC), usado no
tratamento da dermatite atdpica (DA). Ambos os materiais demonstraram a capacidade de
controlar a liberagdo do farmaco em uma via transdérmica de liberacdo, e utilizando um
modelo animal de DA, foi observado que tanto o filme como o hidrogel sdo eficazes no
tratamento dos sintomas dessa doenca crbnica da pele. O uso desses biomateriais pode
atenuar eventuais adversidades associadas ao uso topico da HC. Em suma, os estudos aqui
apresentados oferecem novas oportunidades para a fabricacdo e empregabilidade de
biomateriais baseados em derivados do amido para uso como SLFT.

Palavras-chave: Polissacarideo, biopolimero, modificacdo quimica, sistemas de liberacdo

controlada, casting, impressédo 3D, metotrexato, hidrocortisona, artrite, dermatite atépica.



NORNBERG, 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/dialdeido amido impresso por impressao 3D
3D-Gel/DAS@HC: Hidrogel de gelatina/dialdeido amido carregado com hidrocortisona
impresso por impressao 3D

3DP: Impresséo 3D

BSA: Albumina de soro bovino

CFA: Adjuvante de Freund Completo

CSt/PVA/ChS: Filme de amido catidonico/poli(vinil alcool)/sulfato de condroitina
CSt/PVA: Filme de amido catidénico/poli(vinil alcool)

CSt: Amido cationico

DAS: Dialdeido amido

DE: Derme

DO: Densidade Optica

DRX: Difracao de raios-X

DTG: Termogravimetria derivada

DTNB: Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético

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

F-Gel/DAS@HC: Filme de gelatina/dialdeido amido/hidrocortisona
FTIR: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
GAG: Glicosaminoglicano

HC: Hidrocortisona

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Imax: InibicAo méxima

MDA: Malondialdeido

MEV: Microscopia eletrénica de arredura

MPO: Mieloperoxidase

MTX: Metotrexato

NPSH: Tiol ndo proteico

PBS: Tampé&o fosfato-salino

PCL.: Poli(e-caprolactona)

PGA: Poli(acido glicolico)
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PVA: Poli(alcool vinilico)

PVA: Poli(vinil alcool)

RMN: Ressonancia magnética nuclear

ROS: Espécies reativas de oxigénio

SC: Estrato corneo

SDS: Dodecil sulfato de sédio

S.E.M.: Erro padréo da média (do inglés standard error of the mean)
SLTF: Sistemas de liberagéo transdérmica de farmacos
St: Amido

TBA: Acido 2-tiobarbitdrico

TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
TCA: Acido tricloroacético

TGA: Analise termogravimétricas

VE: Epiderme viavel
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CAPITULO | - INTRODUCAO E OBJETIVO GERAL

1. Introducéo

A crescente procura por materiais que sejam utilizados em aplicagoes
biomédicas e farmacéuticas tem movimentado o mercado mundial de biomateriais e
o setor de pesquisa dessa area (Pires et al.,, 2015). Esse cenario pode estar
relacionado aos avancos cientificos e tecnolégicos que séo realizados com o intuito
de desenvolver novos biomateriais que sejam utilizados, por exemplo, na area
medicinal com a producao de novos dispositivos médicos, na regeneracao de tecidos,
entrega de medicamentos, adjuvantes de vacinas, imunoterapia, entre outras
(Kammerling et al., 2021). Atualmente, o termo biomaterial é destinado a um material
produzido por uma substancia de origem natural ou sintética, desenvolvido com uma
forma especifica para que sozinha ou parte de um sistema complexo, seja utilizada
para direcionar ou influenciar, por meio de interagdes com 0s tecidos vivos, 0 curso
de qualquer processo terapéutico ou de diagndstico (Williams, 2014). Sdo materiais
gue interagem com 0s tecidos nos quais sao implantados, mantendo a sua estrutura
e propriedades, sem provocar alteracdes no meio fisiolégico envolvente (O’Brien,
2011).

Dentre os compostos utilizados no preparo dos biomateriais, 0s polimeros tém
destaque sendo largamente aplicados nessa finalidade. Biomateriais poliméricos séao
empregados como curativos em feridas cutaneas, substituintes 6sseos e implantes,
entre outros (Bernard et al.,, 2018; Saghazadeh et al., 2018). Especificamente os
biomateriais preparados a partir de polissacarideos sdo bastante atraentes e
pesquisados, devido principalmente as propriedades biolégicas que esses geralmente
apresentam e questdes relacionadas ao seu carater eco-friendly. Polissacarideos sdo
macromoléculas comumente obtidas de fontes naturais (plantas, animais, fungos e
algas) formadas por unidades de monossacarideos unidas por ligacdes glicosidicas
(Yu et al., 2018). Essas unidades podem apresentar diferentes grupos funcionais,
como hidroxilas, aminas e/ou acidos carboxilicos, as quais atribuem caracteristicas
fisico-quimicas e biolégicas importantes aos polissacarideos. Além disso, a estrutura

altamente funcionalizada dos polissacarideos permite a funcionalizacdo e
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derivatizacdo dos mesmos, o que pode melhorar aspectos relacionados a
processabilidade e aplicacédo (Barclay et al., 2019).

Uma das aplicacdes dos biomateriais preparados a partir de polissacarideos e
seus derivados € como veiculo em sistemas de liberagéo transdérmica de farmacos
(SLTF) (Yewale et al.,, 2021). Diferente dos sistemas de liberacdo de farmacos
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 cutaneas, por exemplo, é
fundamental garantir uma liberacdo controlada dos farmacos e, especificamente,
direta no leito da ferida. Geralmente, SLTF sdo compostos de pelo menos um agente
ativo (farmacos, por exemplo) € um componente carreador, o qual é formulado
utilizando polissacarideos ou blendas desses com polimeros sintéticos (Sabbagh and
Kim, 2022).

Um polissacarideo que tem demonstrado relevancia no preparo de novos SLTF
€ o0 amido (St). Tal constatacdo reside no fato de que o St além de possuir
caracteristicas interessantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e baixo custo comparado a outros polissacarideos (Sood et al., 2021). O St
apresenta em sua estrutura quimica duas macromoléculas, a amilose e amilopectina,
ambas formadas por cadeias poliméricas contendo unidades D-glicopiranose ligadas
por ligacBes glicosidicas que podem sofrer diversos tipos de funcionalizacfes para a
obtencédo de diferente derivados (Lee and Hwang, 2023; Lopes et al.,, 2023). Em
termos de processabilidade, o St in natura apresenta algumas caracteristicas
indesejaveis, como a insolubilidade em agua a temperatura ambiente, viscosidade
excessiva ap0s 0 aquecimento e a tendéncia a retrogradacdo, o que pode limitar o
seu uso (Montoya-Yepes et al., 2024). A derivatizacdo do St surge como uma
estratégia para superar essas limitacbes (Heinze et al., 2004). Normalmente, a
derivatizacdo € realizada por meios quimicos, fisicos e enzimaticos nos grupos
hidroxilas presente na estrutura quimica do St, que servem como sitios ativos para a
introducéo de grupos funcionais (Compart et al., 2023), de moléculas (Cao et al., 2020)
e até mesmo de polimeros (Sarder et al., 2022).

Derivados como o amido catiénico (CSt) e o dialdeido amido (DAS), produzidos

por meio de reacOes de eterificacdo e oxidagcdo, 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 ligagbes, sejam elas covalentes ou idnicas, com uma variedade de
compostos bioativos, incluindo pequenas moléculas, peptideos e DNA (Lemos et al.,
2021). O CSt possui grupos quaternarios de amonio em sua estrutura, que podem
interagir com compostos bioativos com carater aniénico, no qual, ha formacdo de um
complexo estavel por meio de interacdes eletrostéticas. Esses complexos tém o
potencial de retardar a liberagdo do composto bioativo, proporcionando uma liberacao
controlada e prolongada (Ojogbo et al., 2020). Por outro lado, o DAS apresenta grupos
aldeidos em sua estrutura quimica, os quais podem reagir por meio de reacdes
nucleofilicas com grupos amina presente em compostos bioativos. Essa reacéo forma
bases de Schiff, nas quais os sitios ativos intercalados encontrados na estrutura
quimica do DAS séo capazes de formar ligacdes dinamicas, supramoleculares ou
ligacdes reversiveis para formar redes reticuladas, conhecidas como carater dinamico.
Este carater pode ser utilizado para regular a liberacdo de farmacos 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 0s derivados CSt e DAS
podem ser aplicados no desenvolvimento de novos SLTF que sejam efetivos para o
tratamento e atenuacgéo de sintomas de enfermidades cronicas. A fim de validar essa
proposicao, novos materiais foram preparados e caracterizados combinando CSt ou
DAS a outros polimeros. Ainda, diferentes metodologias de preparo (casting e
impressao 3D) foram utilizadas no preparo dos materiais. A capacidade dos novos
materiais em atuarem como carreadores de farmacos também foi avaliada, assim
como seu desempenho frente a ensaios in vitro e in vivo. Para os ensaios in vivo,

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

Sintese de amido catiénico (CSt) e dialdeido amido (DAS) para o preparo de
novos materiais aplicaveis como sistemas de liberagdo transdérmica de farmacos
(SLTF).

2.1.0bjetivos especificos

- Executar estratégias quimicas eficientes para a sintese do amido catiénico
(CSt) e do dialdeido 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 farmacos;

- Auvaliar a eficiéncia do método de preparo e se as caracteristicas dos materiais
obtidos sdo adequadas para 0 uso dos mesmos como SLTF;

- Determinar a eficiéncia de aplicacdo dos materiais preparados utilizando

ensaios in vitro e in vivo.
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CAPITULO Il = REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Biomateriais poliméricos

Os biomateriais desempenham um papel fundamental no éxito dos dispositivos
biomédicos e farmacéuticos, provendo novas possibilidades de acéo e tratamento a
diferentes situacdes e enfermidades (Chen and Liu, 2016). Atualmente, o termo
biomaterial € utilizado para definir uma substancia capaz de assumir uma forma, que
mesmo sendo usada sozinha ou como parte de um sistema complexo, desempenha
um papel fundamental para guiar 0s processos terapéuticos por meio do controle das
interacdes com componentes do sistema fisiolégico (Williams, 2014). Ainda como
critério de classificacdo, os biomateriais devem ser materiais que, ao serem
implantados nos tecidos, interajam com 0 meio mantendo a sua estrutura e
propriedades originais, sem causar modificagdes significativas no meio fisiolégico
(O’Brien, 2011). Uma das caracteristicas fundamentais para que o biomaterial possa
ser utilizado, com maior eficiéncia, no ambiente fisiolégico é a biocompatibilidade
(Bernard et al., 2018). A biocompatibilidade esta intimamente ligada com a interagcéo
gue o biomaterial ir4 realizar com o meio fisioldgico como, por exemplo, ser capaz de
prevenir a contaminacdo microbiana, permitindo a troca gasosa e 0 escape de
exsudato, ser flexivel sendo capaz de ajustar-se ao contorno do corpo, fornece
isolamento térmico adequado (Rahmati et al., 2020; Rogero et al., 2003). Dependendo
dessa interacdo, esses materiais podem apresentar diferentes classificacbes, como
ser bioabsorvivel, bioativo, bioinerte ou biointolerantes (Guastaldi and Aparecida,
2010; Hench and Polak, 2002; @degaard et al.,, 2020). Outras caracteristicas

s

importantes dos biomateriais € a biodegradabilidade, no qual, o material sofre a
degradacdo ou é solubilizado em fluidos tissulares (desaparecendo do local de
aplicacdo); e a velocidade de degradacao do material, pois a taxa de degradacao do
material deve ser compativel com a taxa de crescimento/regeneracdo do tecido
bioldgico, por exemplo em aplicacdes de engenharia tecidual (Song et al., 2018;
Tabata, 2009).

A biocompatibilidade e a biodegradabilidade também s&do, em geral,
caracteristicas essenciais na fabricacdo de biomateriais destinados aos sistemas de

liberacdo de farmacos (Mehtani et al., 2019). Estes sistemas sé&o projetados para
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oferecer uma administracdo de farmacos precisa e eficaz. Ao permitir a liberacdo
gradual e controlada dos farmacos, ao longo do tempo, esses sistemas de liberacéo
podem melhorar a eficacia terapéutica, reduzir os efeitos adversos e promover a
conformidade do paciente com o tratamento (Ezike et al., 2023). A caracteristica
biocompativel desses materiais é importante uma vez que ela limita reaces adversas
no corpo, como a toxicidade, processos inflamatorios ou rejeicdo pelo sistema
imunoldgico tornando-os adequados a longo prazo (Trucillo, 2024). Por outro lado, a
biodegradabilidade desses biomateriais inicia um processo de decomposi¢&o natural
no corpo, permitindo sua eliminacdo sem haver a necessidade de uma intervencgao
externa para ocorrer a remocao (Fenton et al., 2018). Assim, um biomaterial contendo
alguma dessas caracteristicas pode garantir ndo apenas uma alta eficiéncia
terapéutica, mas também uma seguranca para que o farmaco seja liberado de forma
gradativa.

No entanto, essas caracteristicas estao intrinsecamente ligadas a composicao
empregada na fabricacdo do biomaterial. Uma ampla gama de compostos pode ser
utilizada para tal fim, como os metais, as ceramicas, os polimeros e os compdsitos
(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
caracteristicas e propriedades. Entretanto, os metais e as ceramicas apresentam duas
grandes desvantagens, como a pouca ou a falta da degradabilidade em um ambiente
biolégico e sua limitada processabilidade (Vaiani et al., 2023). Esses atributos sdo
essenciais em algumas aplicacdes, por exemplo, na engenharia de tecidos (Asri et al.,
2017). Em contrapartida, os polimeros por apresentarem propriedades mais
interessantes como, por exemplo, maior flexibilidade em termos de processabilidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e resisténcia a ataques bioquimicos séo
amplamente utilizados no campo de aplicacdes biomédicas (Ulery et al., 2011). De
modo geral, a composi¢do e a estrutura dos polimeros permitem que os materiais
desenvolvidos a partir dos mesmos sejam construidos para atenderem necessidades
especificas para cada aplicacéo (Oliveira et al., 2009). Alguns polimeros possuem em
sua estrutura grupos funcionais que podem sofrer hidrélise por exposi¢cao ao ambiente
aguoso do corpo, e outros grupos podem se degradar por via celular ou enzimatica
(Mehtani et al., 2019). Ainda, esses grupos funcionais presentes nos polimeros podem

ser Uteis para funcionalizacdo ou derivatizagdo. Tais processos, tém o intuito de
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melhorar certas limitacbes encontradas em alguns polimeros como, por exemplo, a
baixa hidrofilicidade (Kanikireddy et al., 2020), atribuir propriedades que sejam
interessantes do ponto de vista bioldégico (antioxidante (Luo et al.,, 2021),
antimicrobiana (Gularte et al., 2019), etc.) e, também, proporcionar caracteristicas que
permitam modular a taxa de degradacdo dos biomateriais e liberacdo de farmacos
(Nair and Laurencin, 2007).

Tanto os polimeros sintéticos quanto os de origem natural podem ser usados
para a fabricacdo de biomateriais. Os mais usados e que sao dispersiveis em agua
incluem alguns polissacarideos (alginato, amido), poli(acido lactico), poli(alcool
vinilico). Apesar dos materiais de origem natural apresentarem vantagens no
reconhecimento biolégico suportando positivamente a adesdo celular, os mesmos
podem conter impurezas patogénicas ou exibir imunogenicidade e limitagbes quanto
a sua obtencdo (Fang et al., 2022). Além disso, sua degradacdo enzimatica pode
afetar consideravelmente o tempo e a forma de degradacdo no meio fisiolégico,
dependendo do local onde estara enxertado o biomaterial (Nair and Laurencin, 2007).
Por outro lado, os polimeros sintéticos podem ser produzidos em larga escala e
dependendo de sua estrutura quimica sdo biodegradaveis e sofrem reabsorcao
metabdlica. Eles também apresentam maior resisténcia mecanica, caracteristica
importante dependendo de qual finalidade sera utilizado o biomaterial
(Dhandayuthapani et al., 2011). Essas caracteristicas os tornam opc¢des valiosas para
o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos.

Ainda, dentro da classe dos polimeros naturais, temos os polissacarideos que
sdo macromoléculas formadas a partir de unidades de monossacarideos unidas por
ligagOes glicosidicas. Os polissacarideos além de serem amplamente encontrados e
produzidos por plantas, animais e microrganismos alguns deles, também, apresentam
importantes caracteristicas que sao promissoras para a producao dos biomateriais,
como: a baixa toxicidade, a facil disponibilidade e atividades biolégicas (antitumorais,
antioxidantes, antidiabéticos, antivirais, imunomoduladores, entre outras) (Zhang et
al., 2024).

Apesar das caracteristicas promissoras dos polissacarideos na fabricacédo de
biomateriais aplicaveis, por exemplo, na entrega de farmacos, um dos principais
desafios enfrentados por esses sistemas € a baixa biodisponibilidade dos farmacos

apos a administracédo (Efthimiadou et al., 2015). Por esse motivo, os derivados dos
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polissacarideos estdo sendo explorados como alternativas para o desenvolvimento de
novos sistemas de liberacédo de farmacos. Essa abordagem visa ndo apenas melhorar
a eficacia terapéutica, mas também garantir a seguranca e a tolerabilidade aos
processos terapéuticos (Chen et al., 2024; T. Liu et al., 2023; W. Wang et al., 2018).
A derivatizacdo de polissacarideos pode ser realizada por meio de reacdes
fisicas, enzimaticas e quimicas, no qual, ocorre modificacbes nas propriedades
estruturais e conformacionais, incluindo a introdugéo de novos grupos funcionais que
podem, com isso, melhorar propriedades relacionadas a solubilidade, aprisionamento
de farmacos, melhorar a proliferacdo celular (Efthimiadou et al., 2015). A modificacéo
fisica € um método convencional e depende, principalmente, das interacdes
intermoleculares entre as moléculas de polissacarideos para produzir novas
estruturas, porém dependendo da forca de interacédo ela pode ser reversivel (Zhang
et al., 2013). Na modificacdo enzimatica apesar dos derivados serem produzidos por
métodos seguros, os reagentes utilizados normalmente sao de alto custo e produzem
derivados com baixos rendimentos, o que torna esse método ndo atrativos para serem
produzidos em escala industrial (Wang et al., 2023). Ja a modificacdo quimica tem se
mostrado um método viavel e eficiente, além disso, tem sido amplamente utilizado na
modificacdo de polissacarideos usando reacfes quimicas, tais como: sulfatacéo,
selenizagdo, oxidacdo seletiva, carboximetilacdo, entre outras (Apriyanto et al., 2022;
Compart et al,, 2023). Um polissacarideo comumente utilizado na sintese de
derivados com o objetivo de obter melhorar diferentes propriedades dos biomateriais

€ o0 amido (St), o qual sera discutido com maior profundidade na préxima secéo.

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). Alem 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 industrias, incluindo a
farmacéuticas, alimenticia e de embalagens (Kong et al., 2023).

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

um polissacarideo 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 ligacdes a-D-glicoses, enquanto a amilopectina é
altamente ramificada, sendo constituida por unidades de glicose na cadeia principal
unidas por ligacdes a(1—4) e nos pontos de ramificagdo, os meros de glicose s&o
unidos por ligacdes a(1—6) (Willfahrt et al., 2019).
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Figura 1. Estrutura quimica da amilopectina e amilose, constituintes do amido (St).

No St, a propor¢éo da amilose e da amilopectina varia de acordo com a espécie
de origem, impactando diretamente nas propriedades fisico-quimicas desse
polissacarideo. Um exemplo disso esté na cristalinidade do St, caso a extragdo ocorra
em espécies de milho a composicdo sera entorno de 24% de amilose e 76% de
amilopectina, com uma cristalinidade de até 48%. Ja a batata apresenta valores de
20% e 80% de amilose e amilopectina, respectivamente, com uma cristalinidade de
até 53% (Ojogbo et al., 2020). Isso € justificado, pois a amilose possui uma estrutura
linear com cadeias helicoidais que interrompem a ordem estrutural e levam a formagéao
de dominios amorfos no St, enquanto as duplas hélices formadas pela ordenacéo das
cadeias ramificadas da amilopectina, formam dominios cristalinos altamente
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ordenados (Compart et al., 2021). Por haver essa combinac¢do de dominios amorfos
e cristalinos, os granulos de amido extraido de diferentes espécies, apresentam
diferentes percentuais de cristalinidade, sendo caracterizado como um polissacarideo
semicristalino.

Em contato com a agua a temperatura ambiente, os granulos de St séo
dispersos e intumescem devido a difusdo de agua nas regides amorfas, mas este é
um processo reversivel com a secagem. Ou seja, a proporcdo de amilose e
amilopectina desempenha um papel importante no processo de absorcao e retencao
de moléculas de dgua. O St in natura que possui em seus granulos altos percentuais
de amilopectina, apresenta um intumescimento maior, mas nao chegam a formar gel
e, sim uma solucao altamente viscosa (Ojogbo et al., 2020). No entanto, quando os
granulos de St dispersos em agua a temperatura ambiente sdo aquecidos, ha o
afastamento entre as cadeias de amilose e amilopectina, ocasionando na perda de
proporcdes de amilopectina o que causa a solubilizacdo na forma de uma solucao
semelhante a um gel, irreversivel. Esse processo é conhecido como gelatinizacao do
St (Apriyanto et al., 2022).

Na Figura 2 é possivel observar uma ilustracao referente ao processo inicial
da derivatizacdo do St denominada gelatinizacdo, no qual, ocorre a perda da ordem
estrutural do polissacarideo devido ao aumento da temperatura do meio aquoso. Esse
aumento na temperatura resulta na ruptura das ligacbes de hidrogénio existentes
dentro dos grénulos, inicialmente nas regides amorfas onde as ligacdes sdo mais
fracas (Copeland et al., 2009). Durante essa ruptura, moléculas de amilose comegcam
a ser lixiviadas dos granulos, a medida em que ocorre o cisalhamento ha o aumento
da viscosidade da solucédo resultante. Esse aumento acontece até que ha uma ciséo
das liga¢des glicosidicas dos graos de St e, isso pode ser visivelmente observado pela
diminuicao da viscosidade da solucao. Ao final desse processo, ao ser resfriado, o St
comeca a passar pelo processo de retrogradacao. Essa etapa, ocorre quando as
moléculas de St gelatinizados comecam a se reorganizar, voltando a realizar
interacdes intermoleculares, formando uma estrutura mais ordenada e, uma solugéo
ainda mais viscosa. Isso ira influenciar na qualidade, textura e na estabilidade do
produto produzido a partir desse processo de gelatinizacdo (Falcéo et al., 2022). Além
disso, a proporcao de amilose lixiviada durante esse processo atinge diretamente as

propriedades mecanicas do material produzido.
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Figura 2. llustracdo do processo da derivatizacdo do St. Fonte: Adaptado de Sukhija
et al., 2016.

Embora o St in natura possua propriedades atraentes para ser um possivel
candidato para a formulacdo de novos biomateriais, por ser de baixo custo,
biodegradavel, ser extraido de fontes renovaveis e ter uma boa biodisponibilidade;
ainda existem certas limitagdes que podem dificultar o seu uso em escala industrial.
Essas limitacdes, conforme ja mencionado, estdo associadas a sua insolubilidade em
agua a temperatura ambiente, processos de retrogradacdo, baixa estabilidade
térmica, alta viscosidade e limitadas propriedades mecanicas apds o processo de
gelatinizagéo (Ojogbo et al., 2020). Portanto, a fim de minimizar esses problemas e
melhorar as suas aplicacfes, uma estratégia € realizar a modificacdo do St.

As macromoléculas presentes nos gréos de St, apresentam em suas estruturas
quimica grupos hidroxilas reativos, que podem atuar como pontos de ancoragem de
para ser realizado modificacdes quimicas, fisicas e enzimaticas (Ogunsona et al.,
2018; Sujka and Wigcek, 2024; Tan et al., 2016). A modificacdo quimica permite o
blogueio ou a introducdo de grupos funcionais, conferindo propriedades fisicas e
quimicas desejaveis sem comprometer a integridade da cadeia polissacaridica do St.
Devido a grande quantidade de grupos hidroxilas presentes nas macromoléculas
desse polissacarideo diferentes reacdes e processos podem ser utilizadas para a
sintese de novos derivados, incluindo a eterificagdo, oxidacdo, acetilacéo,
esterificacdo, enxertia polimérica, reticulacdo, siliacdo, hidrélise, entre outros
(Apriyanto et al., 2022; Ojogbo et al., 2020; Watcharakitti et al., 2022).
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De maneira geral, essas modificacbes quimicas afetam diretamente as
propriedades fisico-quimicas dos derivados do St e estdo claramente relacionadas
com o grau de substituicdo decorrentes dessas modificacdes. Por exemplo, Utrilla-
Coello et al., 2014 realizaram a hidrolise acida do St de milho e, nesse tipo de
modificacdo quimica o grau de substituicdo é calculado pela quantificacdo de amilose
presente na estrutura do granulo. Os autores observaram que houve uma reducao
significativa da amilose, obtendo apenas 2,94% de amilose ainda presente no granulo
de St modificado. Por consequéncia disso, houve um aumento na solubilidade do novo
derivado em agua a temperatura ambiente. Isso beneficiou um carater hidrofilico para
o novo derivado formulado, proporcionando assim, a possibilidade de fabricacdo de
biomateriais que podem ser utilizados na liberagdo controlada de farmacos, visto que,
polimero hidrofilicos podem fornecer um ambiente adequado para ocorrer
mecanismos de intumescimento, dissolucdo ou erosao que determinam a cinética de
liberacdo de compostos presentes nos biomateriais.

Golachowski et al., 2020 sintetizaram o citrato de St por meio de reagdes de
esterificacdo. Nessa modificacdo quimica, os autores observaram alteracbes nas
propriedades do St, incluindo a reducdo da cristalinidade relativa do derivado,
resultando em uma diminuicdo com a afinidade com a agua, nos parametros de
gelatinizacéo e na viscosidade. No entanto, o novo derivado apresentou uma melhora
na resisténcia a acdo das enzimas amiloliticas, principal agente de degradacdo do
amido. Entretanto, esse tipo de modificacéo beneficia a fabricacao de biomateriais que
precisam de uma taxa de degradacao lenta. A regulacdo dessa taxa proporciona um
biomaterial que consegue realizar a regeneracdo de tecidos 6sseos de forma
gradativa.

Dependendo do tipo de grupo funcional introduzido por essas reagfes de
modificacdo na estrutura do St, o derivado resultado pode ser utilizado na formacgéo
de redes tridimensionais, por meio de reticulagbes covalente e ndo covalente. A
formacdo de materiais reticulados pode beneficiar o processo de formacdo de
biomateriais com propriedades e caracteristicas importantes para a regeneracao
tecidual, por exemplo (Dong et al., 2018; Qamruzzaman et al., 2022). Ainda, a
combinacdo desses derivados com outros compostos quimicos tem proporcionado a

regulacédo da taxa de liberacdo de farmacos (Amaraweera et al., 2021).

29



Além disso, alguns derivados do St exibem uma gama de caracteristicas
atraentes para a aplicacbes médicas e farmacéuticas, incluindo as atividades
antioxidantes, antimicrobiana e antibacteriana. Como no caso do St catidnico (CSt),
obtido por Heinze et al., 2004 com grau de substituicdo de 1,5 além de apresentar
solubilidade em agua a temperatura ambiente, exibiu propriedades interessantes, tal
como atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Ja Yong et
al., 2022 demonstraram em seus estudos que a fabricacdo de biomateriais contendo
o DAS melhorou algumas propriedades inexistentes no material fabricado sem a
presenca 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 caracteristicas ao St in natura

aprimorando assim a fabricagdo de novos biomateriais.

3. Sistemas de liberacédo transdérmica de farmacos (SLTF) baseados em

amido e seus derivados

Os sistemas tradicionais de liberacdo de farmacos (comprimidos, xaropes,
pomadas) muitas vezes apresentam certas limitagdes que podem inviabilizar a
eficacia terapéutica ou até mesmo a seguranca do tratamento (Adepu and
Ramakrishna, 2021). Nos sistemas tradicionais (Figura 3), a eficacia terapéutica é
alcancada com administracdo de mdultiplas dosagens dos farmacos ao longo do
tempo. No entanto, apesar da dosagem inicial, logo apés administracdo do farmaco
ser extremamente alta, depois de um certo periodo é possivel observar um declinio
na concentracdo dessa dosagem, sendo necessario uma nova administracdo do
farmaco, para que o nivel de efetividade seja mantido dentro da janela terapéutica
(Park, 2014). Isso pode estar relacionado com a baixa biodisponibilidade, a

metaboliza¢do prematura do farmaco e o descontrole da especificidade do local alvo.
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Figura 3. Comparacao das variagdes de concentragdo dos farmacos administrados
por sistemas convencionais (comprimidos, xaropes e pomadas) e sistemas de
liberacdo controla. Fonte: Adaptado de Pandey et al., 2019.

Os sistemas de liberacdo de farmacos garantem que o ingrediente
farmacéutico seja liberado de forma continua e prolongada para alcancar a resposta
terapéutica desejada para cada tipo de tratamento. Biomateriais a base de St, por
exemplo, oferecem um mecanismo versatil para a obtencdo de um sistema que
consiga controlar a taxa de liberagdo de compostos farmacéuticos. A cinética de
liberacdo desses biomateriais pode ser ajustada modulando diversos fatores, que
estdo relacionados a composicdo do material, a densidade de reticulacdo e os
estimulos ambientais (Alshangiti et al., 2023; Lee and Hwang, 2023; Thang et al.,
2023).

Um dos principais mecanismos de liberagdo de farmacos a partir de
biomateriais a base de St é a difusdo. Devido a hidrofilicidade que a maioria dos
biomateriais apresentam, pode ocorrer a absorcdo e retencdo de uma certa
quantidade de fluidos (Malik et al., 2023). Essa absorcao influencia diretamente na
liberacdo dos farmacos, pois compostos farmacéuticos podem ser difundidos das
matrizes dos biomateriais de regides de alta concentracdo para regides de menor
concentracdo, até que se atinja um equilibrio. Entretanto, a taxa de liberacéo ira
depender de alguns fatores, tais como a concentragdo dos componentes utilizados
para a fabricacdo do material, a densidade da matriz, porosidade e o ambiente que

sera utilizado o biomaterial (Lee and Hwang, 2023).
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Por exemplo, a pele além de fornecer uma barreira protetora contra infec¢des
e substancias externas, pode ser utilizada como meio de administracao de farmacos.
Esse tecido é constituido por trés principais camadas: a epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme é composta por cinco camadas anatdmicas, sendo a camada
mais externa conhecida como estrato corneo. E nessa camada onde ocorre o
processo de difusdo dos farmacos, no qual, compostos terapéuticos depositados
nessa camada permeiam pelo estrato corneo para regioes interfolicular. Em seguida,
as moléculas de farmacos difundem para o local alvo para entdo produzir o efeito
terapéutico, antes de ser excretado na circulacao sistémica (Sabbagh and Kim, 2022).

A tecnologia de SLTF € um método emergente que fornece produtos
farmacéuticos a uma taxa eficaz, Figura 4. Esse sistema proporciona uma liberagcéo
controlada dos farmacos sob o tecido da pele e, ainda possibilita que o farmaco
consiga alcancar a circulacdo sisttmica em uma determinada taxa e manter as
concentracdes clinicas reais por um longo periodo (Kim et al., 2021). Um SLTF pode
realizar a entrega de farmacos diretamente no local alvo a ser tratado, minimizando
0s problemas de toxicidade sistémica do tratamento medicamentoso convencional
(administracdo oral, injetavel ou na forma de pomadas de uso tépico) e aumentar a
concentracéao efetiva do farmaco no local lesionado. De modo geral, essa técnica ndo
invasiva de administracdo de medicamentos através da pele, apresenta iniUmeras
vantagens, incluindo ser indolor, facilmente administravel, flexibilidade na

administracao, alta adesdo no paciente (Sabbagh and Kim, 2022).
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Figura 4. llustracdo da administracédo do farmaco nos sistemas de liberacao
transdermal e tratamento convencional.

Estratégias promissoras tém sido desenvolvidas e relatadas na literatura, com
relacdo ao uso do St e/ou de seus derivados como componentes base para a
fabricacdo e biomateriais que possam ser utilizados como SLTF. Na Tabela 1, sao
ilustrados alguns exemplos desses dispositivos.
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Tabela 1. Exemplos de estudos disponiveis na literatura que utilizaram amido e/ou

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

farmacos.
) ] . Farmaco
Composicéo Tipo de material Ref.
carregado
Amido de milho Filme obtido por casting Clorexidina (Queiroz et al., 2020)
Acido
] ) . flufenamico, (Santander-Ortega et al.,
Propil amido Nanoparticulas
testosterona e 2010)
cafeina
Carboximetil amido Filme obtido por casting Clonidina (Saboktakin et al., 2014)
) - Filmes obtido por )
Amido de feijao ) L Sulindac (Tak et al., 2019)
irradiacdo UV
Amido de feijao Scaffold obtido por 3DP Alopurinol (Kim et al., 2021)

Diclofenaco de

Amido de batata Nanoparticulas (EI-Naggar et al., 2015)

sadio
Amido catibnico 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 pre- ) ) ) . i o
gelatinizado Filme obtido por casting Lidocaina (Waiprib et al., 2017)
Amido catibnico Gel miR-197 (Lifshiz Zimon et al., 2018)
Amido de feijao Scaffold obtido por 3DP Atenolol (Sabbagh and Kim, 2022)

Os SLTF baseados em derivados do amido surgem como uma estratégia
promissora para a encapsulacao de diversas substancias bioativas, como é o caso
dos farmacos. Os sistemas de liberacdo formulados usando esse polissacarideo e
seus derivados e, fabricados com diferentes dimensdes e técnicas de fabricacdo
aparecem como potenciais alternativas para realizar a liberacdo controlada dessas
substancias. Esses exemplos, demonstram a importancia do St in natura e da
obtencéo de seus derivados para serem utilizados na obtencdo de materiais voltados
para area farmacéutica e biomédica. Essas modificagbes, 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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CAPITULO Il - SINTESE DE AMIDO CATIONICO E APLICACAO NO PREPARO
DE UM SISTEMA DE LIBERACAO LOCAL DE METOTREXATO

1. Introducéao

O amido catidnico (CSt) é um derivado do St que apresenta em sua estrutura
quimica grupos carregados positivamente. Esse derivado € comumente sintetizado a
partir de uma reacéo de eterificacdo onde ocorre a substituicdo (comumente parcial)
dos grupos hidroxila do St por grupos funcionais carregados positivamente ou que em
dadas condi¢cdes possam adquirir carga positiva como, por exemplo, grupos amina,
imina, sulfénicos, fosfénicos ou aménio quaternario (Anthony and Sims, 2013; Razali
et al., 2012).

Além de apresentar excelentes propriedades biologicas, como atividade
antioxidante e antibacteriana, o CSt também se destaca por sua boa solubilidade em
meio aquoso a temperatura ambiente e por sua excelente capacidade de formacéo de
filmes e membranas (Z. Wang et al., 2018). Devido a essas caracteristicas, o CSt €
utilizado no preparo de capsulas, pastilhas ou emulsdes que aplicaveis como sistemas
de liberacdo controlada de farmacos como ibuprofeno, acido acetilsalicilico e
metformina (Lefnaoui and Moulai-Mostefa, 2015; Mulhbacher et al., 2001). Embora
essas caracteristicas associadas ao CSt sejam atraentes para o preparo de SLTF, sua
natureza altamente hidrofilica pode dificultar o controle do processo de liberacao de
farmacos em locais alvo, principalmente onde hé fluidos fisiolégicos (exsudato, por
exemplo). Neste tipo de aplicacdo, as matrizes hidrofilicas sdo incapazes de alcancar
uma liberacdo constante do farmaco durante todo o periodo de tratamento. Ainda, ha
uma diminuicdo na taxa de liberacdo do farmaco, ao longo do tempo, devido a uma
mudanc¢a no comprimento da trajetéria difusional gue o mesmo executa (Bagde and
Rohera, 2024). Por outro lado, a incorporacdo de outros compostos (poliméricos,
ceramicos, argilominerais) podem realizar o ajuste desta taxa de liberacdo em
matrizes poliméricas preparadas a partir de compostos hidrofilicos (Hawthorne et al.,
2022). No caso do CSt, a incorporacdo de compostos que diminuam as ligagdes de
hidrogénio intermolecular, pode beneficiar o processo de liberagdo do composto
disperso na matriz, além de aumentar a estabilidade do mesmo (Tang et al., 2019).
Um polimero que pode ser utilizado para esta finalidade é o poli(alcool vinilico) (PVA).
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O PVA é um exemplo de polimero sintético que possui em sua estrutura
guimica inUmeros grupos hidroxilas, o que beneficia as interacdes fisicas entre esse
polimero e os grupos funcionais do CSt. Aléem de ser um polimero sollvel em agua,
possui excelente perfil para ser utilizado na producédo de biomateriais, como: lentes
de contato, microagulhas e curativos por apresentar baixa toxicidade, propriedades
mecanicas atrativas e biocompatibilidade em meio biologico (Tekko et al., 2020).
Devido a essas caracteristicas, o PVA pode ser considerado um candidato promissor
para o preparo de filmes poliméricos em conjunto com CSt, ndo sendo necessario o
uso de agentes de reticulacdo. Espera-se que os filmes de CSt e PVA tenham
caracteristicas Uteis para aplicacdo dos mesmos como SLTF, por exemplo, na
liberacdo do farmaco metotrexato (MTX), utilizado no tratamento de AR.

O MTX é um farmaco promissor na inibicdo e na desaceleracdo da taxa de
destruicdo articular, reduzindo a inflamacéo iniciada por citocinas pré-inflamatorias
comuns na AR (Friedman and Cronstein, 2019). Apesar da alta eficiéncia do MTX,
guando administrado via oral, ele altera os principais componentes da microbiota oral
e intestinal, afetando a resposta inflamatéria associada aos danos ao epitélio da
mucosa (W. Wang et al., 2018). Outra forma de administracdo do MTX é de maneira
intra-articular, ou seja, o farmaco € liberado diretamente na cavidade sinovial de uma
articulacédo (Tada et al., 2019). No entanto, estudos demonstram que € preciso altas
concentracdes ou diversas aplicacdes para que o MTX seja eficiente no local afetado,
0 que além de obter uma curta tempo de eficiéncia terapéutica, também aumenta o
risco de infeccdo (Bogusz et al., 2019; Tekko et al., 2020; W. Wang et al., 2018). Como
alternativa para contornar essas limitagcdes associadas a rapida liberacdo e altas
concentragdes do MTX, o uso de SLTF se mostra interessante uma vez que 0 mesmo
pode regular a liberacdo desse farmaco 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 administracao (Ciro et al., 2019; Gularte et al., 2020). Em
suma, esses sistemas podem prolongar a acao terapéutica do MTX no local tratado.
Tais caracteristicas sdo essenciais para o tratamento da AR, devido a sua facilidade
de se depositar no local que sera realizado o tratamento para que, posteriormente,
ocorra o fornecimento do farmaco por uma liberacdo continua, inibindo a proliferacéo

de citocinas pro-inflamatorias (Tada et al., 2019).
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Considerando todos esses aspectos, este capitulo descreve o preparo de
filmes de CSt/PVA via casting como estratégia para a incorporacdo e a entrega do
MTX. Os filmes preparados foram testados in vivo utilizando um modelo de AR em
camundongos a fim de validar a eficiéncia dessa abordagem. Ainda, como forma de
ampliar a resposta biologica dos filmes CSt/PVA carregados com MTX no tratamento
e atenuacdo dos sintomas da AR, sulfato de condroitina (ChS) foi incorporado a
formulagdo dos mesmos. A AR, uma patologia autoimune cronica e sistémica é
caracterizada pela presenca de hiperplasia sinovial e inflamacao cronica (Xia et al.,
2020). Por conta destas caracteristicas, ocorrem a interrup¢cdo da homeostase imune
e falta do mecanismos de vigilancia imunoldgica do hospedeiro, 0 que leva a
destruicdo progressiva da cartilagem que envolve os 0ssos, além da secrecao
excessiva de citocinas e olefinas pré-inflamatérias que ajudam no progresso da
doenca (Garg et al., 2016). Os pacientes que possuem essa doenca sado tratados,
principalmente, por meio de terapias medicamentosas e de cirurgias. Normalmente,
as terapias medicamentosas fazem o uso de farmacos anti-inflamatérios nao
esteroidais e glicocorticoides. Estudos demonstram que a AR afeta principalmente
pessoas do sexo feminino, por estar diretamente relacionada com os hormdnios
sexuais, como o estrogénio, que apresentam efeito regulador imunoldgico (Raine and
Giles, 2022). Além disso, alteracbes causadas por infeccGes microbianas e
bacterianas, principalmente, na microbiota intestinal influenciam no aumento do
processo inflamatério da doenca. Por sua vez, o ChS que é um glicosaminoglicano
(GAG) predominantemente encontrado na matriz extracelular, especialmente ao redor
da cartilagem, pele, vasos sanguineos, ligamentos e tenddes (Largo et al., 2010),
possui um papel importante na reducéo de sinais e sintomas de sinovite, prevenindo
a infiltracdo de células inflamatérias, formacdo de tecido granulado, destruicdo da
cartilagem articular e reducédo do edema (Mahtab et al., 2020). O ChS se destaca por
suas propriedades anti-inflamatorias, que podem ser benéficas para reduzir o
processo inflamatorio associado a AR. Este GAG €& capaz de diminuir as
concentracdes de diversos agentes pro-inflamatorios, incluindo o fator nuclear kappa
B (NF-kB), a proteina C reativa (PCR) e o interleucina-6 (IL-6) (Siddiqui et al., 2024).
Essa capacidade de modular a resposta inflamatéria 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 hipétese que associacdo desses
polimeros (CSt, PVA e ChS) resulte em um material capaz de controlar e modular a
taxa de liberagdo do farmaco MTX reduzindo assim o processo inflamatério 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 LabGraos/UFPel (Pelotas, Brasil). Poli(alcool vinilico) (PVA)
98% hidrolisado e Mw de 124.000 g mol?, sal sédico de sulfato de condroitina A (ChS)
da traqueia bovina (Mw 20.000-30.000 g mol?), (3-cloro-2-hidroxilpropil)cloreto de
trimetilaménio (CHPTAC) e hidroxido de sédio (NaOH) foram comprados da Sigma-
Aldrich (EUA). Etanol (P.A.) e é&cido cloridrico (HCI) foram comprados da Synth
(Brasil). Metotrexato (MTX, 99%) foi adquirido da Libbs Pharmaceutical (Brasil).
Metanol foi adquirido da Dinamica (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 analitico e usados como recebidos sem uma purificacao

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
plasticas, com o biotério climatizado (22 + 2 °C), sob ciclo de 12 h de luz e 12 h escuro
(as luzes foram acesas as 7 h). Uma dieta comercial de roedores e agua filtrada foram
fornecidas ad libitum. Os camundongos foram adaptados a sala de experimentacéo
uma semana antes do inicio dos experimentos. O protocolo experimental foi aprovado
pela Comisséo de Cuidado e Utilizacdo de Recursos Experimentais da UFPel (Brasil),
filiada ao Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal, e registrada com

0 numero 22123-2020. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
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acordo com o Guia dos Institutos Nacionais de Saude para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratorio (NIH Publications No. 823, revisado em 1978), além disso,
todos os esforcos foram feitos para reduzir o nimero de animais usados e 0 seu

desconforto.
2.3.Sintese do amido catiénico (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 (razdo massica
amido/NaOH igual a 1,0:3,3) e 50 mL de agua destilada. A mistura reacional foi
deixada por 1 h, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente (~ 25°C). Em
seguida, uma solucdo de CHAPTC (1600 pL) com pH ajustado para 12, foi adicionada
ao frasco reacional, permanecendo sob agitacdo a 60 °C por 24 h. Ap0s isso, a reacao
foi resfriada até a temperatura ambiente. O produto foi recuperado por precipitacao da

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

OH OR
”‘"O%g\ CHPTAC %0%3\
HO RO ~

OH O™ H,0/NaOH Or Yo
60 °C, 24h

Amido Cst

OH |
~
R: Hou )\/'_\J\

Esquema 1

O teor de nitrogénio (N) do CSt foi determinado pelo método Sen et al., 2017,
e o grau de substituicdo (DS) foi calculado pela Equacgéo 1, na qual 162 g mol? é a
massa molecular da unidade de anidroglicosidica do amido, N é o teor de nitrogénio
da amostra CSt determinada pelo método Kjeldahl, e 154,64 g mol* é o massa molar
do CHPTAC. A determinacao do DS foi realizada em triplicata. Com a equacéo foi
possivel observar que o DS médio para o CSt sintetizado foi de 0,7. Esse resultado é
comparavel com outros estudos que utilizaram um procedimento semelhante para a
sintese de CSt (Chemelli et al., 2020; Killinger et al., 1995; Sen et al., 2017).
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B 162 x N (1)
~ 1400 — (154,65 x N)

DS

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

Num frasco reacional de 50 mL, o CSt (100 mg) foi solubilizado em agua
destilada (5 mL), permanecendo sob agitacdo magnética a temperatura ambiente até
a sua total solubilizacao (~15 min). Em outro frasco foi feita a solubilizacdo do PVA
(1000 mg) em agua destilada (15 mL) utilizando agitagdo magnética e uma
temperatura de 80 °C. Em seguida, as solucbes de CSt e PVA foram misturadas e
homogeneizadas sob agitacdo magnética branda (100 rpm) por 3 h a temperatura
ambiente. Vale informar que a proporcdo massica entre CSt e PVA foi estipulada a
partir de estudos prévios de otimizacéo (Gularte et al., 2020). Ap6s a obtencédo de uma
solugdo homogénea, 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 evaporacdo 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 modificacfes. Apds a homogeneizacao da solucédo de CSt/PVA, 55 mg de
ChS (1 m/m-% em relacdo a massa total de CSt e PVA) foram adicionados ao frasco
reacional, permanecendo sob agitacdo branda (100 rpm) por 3 h. Posteriormente, a
solucéo 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 dispersdo do MTX na matriz polimérica, diferentes
concentracdes do farmaco (1 e 5 m/m-% em relacdo & massa total de polimeros) foram
adicionadas em solucdes de CSt/PVA e CSt/PVA/ChS, mantendo-se sob agitacao
magnética durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, as solucdes foram

vertidas em placas de Petri e secas em estufa a 40 °C por 24 h. As concentracdes
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iniciais foram determinadas, levando em consideracdo o limite de dosagem
terapéutica do farmaco, garantindo que ndo excedesse a dose terapéutica
recomendada (Bello et al., 2017). A composicdo de todas as amostras de filmes
preparadas estao e a codificacdo das amostras séo descritas na Tabela 2, mostrada

a sequir.

Tabela 2. Composicéo e codificacdo das amostras de filme preparadas (carregadas
ou ndo com MTX).

MTX

Filme cst PVA Chs MTX carregado

(mg) (mg) (mg) (mg) (m/m-%):
CSt/PVA 100 1000 - - -
CSt/PVA-MTX1 100 1000 - 11 1
CSt/PVA-MTX5 100 1000 - 55 5
CSt/PVA/IChS-MTX1 100 1000 55 11 1
CSt/PVA/IChS-MTX5 100 1000 55 55 5

aPercentual relagéo a massa total de polimeros utilizada no preparo do filme.

A fim de auxiliar na visualizacao e interpretacdo dos resultados, as estruturas

quimicas do PVA, ChS, e MTX séo ilustradas abaixo no Esquema 2.
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3. Caracterizacéo

O composto sintetizado CSt e as diferentes amostras (CSt/PVA, CSt/PVA-MTX,
CSt/PVAIChS e CSt/PVA/ChS-MTX) foram caracterizados pelas técnicas de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de
raios-X (DRX) e analises termogravimétricas (TGA). Além dessas técnicas de
caracterizacdo, outros parametros como teor e distribuicdo do farmaco nos filmes,
propriedades estudos de permeacao foram avaliados em parceria com o Laboratério

de Tecnologia Farmacéutica da UFSM e sdo detalhados a sequir.

3.1.Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica dos filmes preparados foi avaliada por FTIR utilizando
um equipamento da marca Shimadzu, modelo IR-Affinity-1 (Japdo). Para as analises,
foram preparadas pastilhas contendo as amostras solidas previamente maceradas e
misturadas com KBr anidro. As andlises foram realizadas em um intervalo de

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

3.2.Difracéo de raios-X (DRX)

As andlises de DRX foram realizadas em convénio com outra instituicao
(CEME-SuUl/FURG de Rio Grande). As medidas de DRX foram feitas em um
difratbmetro da marca Siemens, modelo D500 (Alemanha), equipado com uma fonte
de radiacdo Cu-Kq (= 1,54 A), utilizando uma tens&o de 40 kV e uma corrente de 1,75
mA. As medidas foram feitas em um angulo de varredura (28) de 5 a 80°, com
resolucdo de 0,02° e velocidade de varredura de 2° minl. As amostras foram

analisadas na forma de pé.

3.3.Analises termogravimétricas (TGA)

As analises 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 Nz de 100 mL min-t, a uma taxa de aquecimento de
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10 °C mint. Amostras com peso entre 0,1-10,0 mg foram pesadas previamente e

colocadas em um porta amostras antes da analise.

3.4.Cromatografia liquida de alta eficiéncia (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
modificacdes. Um sistema de HPLC Shimadzu LC-10AT (Japé&o) equipado com uma
bomba LC-20AT, um detector UV-VIS SPD-M20A, um controlador de sistema CBM-
20A e um injetor automatico de amostra de valvula SIL-20A HT foi usado para a
andlise. A separacdao foi realizada a temperatura ambiente usando a coluna Gemini
C18 Phenomenex (150 mm x 4,6 mm, 5 um) acoplada a uma coluna de guarda C18.
A fase maovel isocratica consistia em tampéao de fosfato de potassio (pH 3, 15 mmol L-
1) e acetonitrila (85:15, v/v-%) corrido a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min-t e 0 MTX foi

detectado a 303 min.

3.5.Teor de MTX e homogeneidade dos filmes

Para a extracdo do MTX dos filmes, por¢cdes 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 4gua destilada e
mantida sob agitacdo magnética por 20 min. ApOs esse periodo, para amostras com
concentracdo de 1 e 5 m/m-% de MTX, uma aliquota de 2 e 4 mL foram coletadas dos
frascos volumétricos, respectivamente. Posteriormente, ambas as amostras foram
diluidas em 10 mL de agua destilada. A solucéo final das amostras, foram filtradas
usando uma membrana de 0,45 um e injetadas no equipamento de HPLC para que
fosse obtido a quantificacdo. A avaliacdo foi realizada em triplicatas. A
homogeneidade do farmaco nos filmes foi avaliada em trés se¢bes de cada lote de

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

O estudo de permeacéo do MTX a partir dos filmes foi realizado utilizando as
células verticais de difusdo de Franz e a pele da orelha de um suino como uma
barreira biolégica. Os implantes de pele foram extraidos e fixados cuidadosamente
nas células de difusdo, com o estrato cérneo voltado para cima, para o compartimento
do doador. O meio receptor consistiu em uma solugao tampéo de fosfato com pH 7,4
que foi mantido sob agitacdo magnética a 37 °C (n = 6). Cortes de 1,0 x 1,0 cm das
formulacdes de filmes selecionados (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) foram
aplicados na superficie da pele e umedecidos com 100 pL de solugcédo tampé&o. Apos
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 quantificacdo do MTX. O estrato
corneo (SC) foi separado pela técnica de strip stripping, com 18 fitas (Flax®). A
epiderme viavel (VE) e a derme (DE) foram separadas por exposi¢do do tecido em
banho-maria a 60 °C por 45 s. O meio receptor, também, foi quantificado para avaliar
se haveria residuos de MTX na solu¢do. O composto foi extraido das camadas da
pele com metanol (24 mL para SC, 1 mL para VE e 2 mL para DE), seguido por mistura
de vértice (2 min) e sonicado (15 min). Cada amostra foi filtrada através de uma
membrana de celulose de 0,45 um e injetada (50 pL) no sistema de HPLC e
quantificada pelo método descrito anteriormente (secao 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 pedacos de pele inteira, as quais
foram submetidas ao mesmo protocolo experimental e posteriormente analisadas em

sistema de HPLC. Nenhuma interferéncia 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) esta 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 Descricao

1 Controle
CFA
CFA + MTX
CFA + filme CSt/PVA-MTX5
CFA + filme CSt/PVA/ChS-MTX5
CFA + filme CSt/PVA

O O | W N

No dia 1 do protocolo experimental, foram realizadas avaliagdes do limiar e da
laténcia da retirada da pata dos animais por meio dos testes do von-Frey e da placa
guente, respectivamente. Em seguida, para estabelecer um modelo de artrite
monoarticular em camundongos, uma injecao intraplantar de Adjuvante de Freund
Completo (CFA) (1 mg mL* de Mycobacterium tuberculosis em 6leo de parafina) foi
administrada, conforme o protocolo previamente estabelecido (Omorogbe et al.,
2018). Uma injecao subcutanea contendo 0,1 mL de CFA foi entdo administrada na
pata traseira direita de cada camundongo em todos 0s grupos experimentais, exceto
0 grupo controle. Os animais controles (Grupo 1) receberam injecdo de 0,1 mL de soro
fisiolégico no mesmo local.

Quatorze dias ap6s a imunizacdo com CFA, os animais foram submetidos a
testes comportamentais para verificar a sensibilidade mecéanica e térmica,
confirmando o desenvolvimento de dor. Apds isto, os camundongos dos Grupos 1, 2
e 3 (controle, CFA e CFA + MTX) foram tratados por via oral, com solucéo salina (10
mL kgt) ou MTX na dose de 5 mg kg, 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 area com o auxilio de uma fita micropore, nos mesmos dias
mencionados com os grupos 1 ao 3. A eficacia das formulac¢des dos filmes foi avaliada

através da sensibilidade mecéanica e térmica nos dias 18 e 21 do experimento.
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No dia 22, vinte e quatro horas apés o ultimo tratamento, os animais foram
sacrificados por inalacdo do anestésico isoflurano. Foram coletas as patas traseiras
direitas de cada camundongo e as amostras foram rapidamente congeladas a -20 °C

para analises bioquimicas adicionais.

Sensibilidade Mecénica e Sensibilidade Mecdnica e Térmica
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Atividade Mieloperoxidase
Niveis de TBARS
Conteudo NPSH

Figura 5. llustracdo do design experimental in vivo.

3.7.2. Avaliacao da sensibilidade mecanica

A sensibilidade mecanica dos animais foi avaliada utilizando um analgesimetro
eletrénico (Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Este dispositivo € composto por um
transdutor de pressao especifico da pata, conectado a um aparelho. Inicialmente, os
animais foram aclimatados por 30 min em camaras individuais de plastico
transparente, localizadas em uma plataforma elevada com tela de arame que permite
0 acesso a superficie plantar das patas. Esse teste consiste em evocar um reflexo de
flexdo da pata traseira por meio de um transdutor de forga manual adaptado com ponta
de polipropileno. O limiar da retirada da pata foi determinado aplicando-se uma
pressao progressiva e constante perpendicularmente no centro da superficie plantar
da pata traseira, até que o animal retirasse a pata. ApGs essa resposta, a intensidade
da pressao foi registrada automaticamente. Os resultados foram expressos como

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

Os reflexos da dor em resposta ao estimulo 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 superficie metélica
aquecida (52 = 1 °C), que foi circundada por uma gaiola de acrilico transparente. O
tempo entre a colocacao do animal no aparelho e o evento de resposta nociceptiva
(pular da superficie, sacudir ou lamber as patas traseiras) foi registrado. Para evitar
qualquer lesdo nas patas dos animais, um tempo de corte de 45 s foi estabelecido. Os

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

3.7.4. Estimativa dos parametros inflamatorios

3.7.4.1. Avaliacao do edema da pata

No dia 22 do protocolo experimental, os animais foram sacrificados e ambas as
patas traseiras foram cortadas na articulagdo do tornozelo e pesadas na balanga
analitica. O edema da pata foi medido pela diferenca entre a pata direita (tratamento
com CFA) e a pata esquerda (tratamento com veiculo) 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 &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 0,1 mmol L).
Em seguida, os tecidos homogeneizados foram sonicados por 2 min, congelados e
descongelados (trés vezes). Logo apés a etapa de homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 2.000g por 15 min, no qual foi coletado o sobrenadante (Sz).
Em seguida, a fracdo Si1 também foi centrifugada a 14.000g por 30 min a 4 °C para
produzir um produto (P2) que foi ressuspenso em um meio contendo tampéao de fosfato
de potassio (50 mmol L, pH 6,0) e brometo de hexadeciltrimetil amonio (0,5 m/v-%)

antes de realizar 0o ensaio enzimatico. Seguindo o método previamente descrito
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(Suzuki et al., 1983), utilizou-se uma aliquota de P2 ressuspensa e adicionado a um
meio contendo o tampéao de ressuspensdo, bem como N,N,N',N'-tetrametilbenzidina
(1,5 mmol L1). A atividade cinética do MPO foi iniciada ap6s a adi¢édo de H202 (0,01
vIv-%), e a reacgao de cor foi medida por espectrofotometria a A = 655 nm a 37 °C. Os

resultados foram expressos como densidade 6ptica (DO)/mg de proteina/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 tampéo Tris-HCI
(50 mmol LY) a pH 7,4. O tecido homogeneizado foi, entédo, centrifugado a 2.500x g
por 10 min a 4 °C e o sobrenadante (S1) foi utilizado para as andlises bioquimicas. A
concentracdo de proteina em Si foi estimada de acordo com o método descrito por
Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA, 1 mg mL) como

padrao. A cor foi medida por espectrofotometria a A = 595 nm.

3.7.5.2. Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

O ensaio do TBARS foi realizado para determinar indiretamente os niveis de
malondialdeido (MDA), um importante marcador de peroxidacgdo lipidica. Conforme
descrito anteriormente por Ohkawa et al., 1979 o MDA reage com o acido 2-
tiobarbittrico (TBA) sob condi¢cbes acidas e altas temperaturas para produzir o
cromogeno. As aliquotas de Si foram incubadas com TBA (0,8 m/v-%), tampéo de
acido acético (pH 3,4) e dodecil sulfato de sédio (SDS, 8,1 m/v-%) por 2 h a 95 °C. A
reacgdo com cor foi medida a A = 532 nm e os resultados foram expressos como nmol

de MDA/mg de tecido, respectivamente.

3.7.4.3. Conteudo de tiol ndo proteico (NPSH)

O conteudo de NPSH, uma defesa antioxidante n&o enzimatica, foi
determinado pelo método de Ellman, 1959. Resumidamente, Si foi misturado (1:1)
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com acido tricloroacético (TCA), (10 v/iv-%). Apés a centrifugacéo (3.000g por 10 min),
uma aliquota de sobrenadante contendo grupos -SH livres foi adicionada em tampéao
de fosfato de potassio (1 mmol L) pH 7,4 e &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTNB,
10 mmol L1). A reagdo com cor foi medida a A = 412 nm e os niveis de NPSH foram

expressos como nmol de NPSH/g lenco de papel.

3.8.Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de D'Agostino
e Pearson. Os dados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas no software
GraphPad® (EUA). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(S.E.M.). O teste Post Hoc foi realizado apenas quando o valor F atingiu o nivel
necessario de significancia estatistica (p < 0,05) e quando os dados foram

considerados homogéneos.
4. Resultados e Discusséao
4.1.Caracterizacao dos filmes preparados
A Figura 6 exibe imagens fotograficas dos filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX5,
CSt/PVAIChS e CSt/PVA/ChS-MTX5 apds o processo de secagem. Ambas as
amostras mostram a formacao de filmes com superficies aparentemente lisas e

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

contendo o farmaco em comparacdo com aqueles sem o farmaco.
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Figura 6. Imagens fotogréaficas dos filmes de CSt/PVA, CSt/PVA/ChS, CSt/PVA-MTX
e CSt/PVA/ChS-MTX.

Apés a formulacdo dos filmes CSt/PVA-MTX (1 e 5 m/m-%) e CSt/PVA/ChS-
MTX (1 e 5 m/m-%), os parametros de eficiéncia de encapsulacdo e a
homogeneidade, foram avaliados em colaboragdo com o Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os resultados dessas

analises estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Teor de MTX nos filmes preparados.

Filmes Teor de MTX (%)
CSt/PVA-MTX1 1045+7,6
CSt/PVA-MTX5 68,4+1,3

CSt/PVA/IChS-MTX1 110,5+ 10,2
CSt/PVA/IChS-MTX5 70,4+1,4

As amostras de filmes com menor teor de MTX carregado (CSt/PVA-MTX1 e
CSt/PVA/IChS-MTX1) apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo (104,5% e
110,5%, respectivamente). Esses resultados indicam que os filmes preparados com 1
m/m-% de MTX apresentam valores aproximados das doses terapéuticas
recomendadas, do que quando comparadas com os filmes preparados com 5 m/m-%

50



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 eficiéncia
de encapsulacao (68,4% e 70,4%, respectivamente), foi possivel observar uma maior
homogeneidade do farmaco nos filmes preparados, quando comparadas com as
amostras com menor teor de farmaco carregado. Essa homogeneidade é um critério
importante para os SLTF, pois a mesma quantidade de farmaco podera ser
encontrada em qualquer parte do filme, atribuindo uma maior confiabilidade
relacionada a dose que serd utilizada durante o tratamento. Além disso, conforme
observado, a presenca de ChS ndo causou diferenca significativa nos valores
calculados para as amostras contendo a mesma quantidade de MTX. Em vista disso,
os filmes com menor eficiéncia de encapsulacdo e com maior homogeneidade,
CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5, foram selecionados para realizar as analises
de caracterizacao e os experimentos in vitro e in vivo do farmaco MTX.

Os experimentos de permeacao cutanea do farmaco MTX, foram realizados a
fim de estimar o perfil de distribuicdo do farmaco nas diferentes camadas da pele.
Neste estudo, foram utilizadas orelhas de suinos 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 permeacao uniforme do
farmaco 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 possivel observar uma permeacao constante do
farmaco em ambas as camadas. Na aplicacdo local com doses farmacéuticas, o
principal desafio é vencer a barreira da pele para que o medicamento administrado
seja eficiente. Além disso, pode ser observado uma maior concentragdo do MTX no
centro do local onde foi liberado o farmaco, sugerindo que a formulacdo pode
proporcionar uma absorcao sistémica do farmaco. Para as amostras CSt/PVA-MTX5,
a permeacao maxima foi calculada em 62,0%, enquanto para os filmes CSt/PVA/ChS-
MTX5 a permeacdo maxima foi de 58,3%. Entretanto, esses valores foram
estatisticamente semelhantes. Além disso, o pH dos meios foi selecionado, levando
em consideracéo o pH fisiologico, desde a administracdo cutanea dos filmes visando
uma acéo sistémica. Ainda, vale ressaltar que a composigao polimérica da formulagéo
bem como as propriedades fisico-quimicas do MTX pode influenciar no perfil de
permeacdo. Embora que no estudo anterior demonstra que a conjugacao do MTX
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(hidrofébico) com ChS pode aumentar a solubilidade em agua, absorcéo e, portanto,

sua biodisponibilidade; neste material ndo houve o efeito sobre a permeacéo de MTX.
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Figura 7. Porcentagem da permeacdo de MTX para os filmes CSt/PVA-MTX5 e
CSt/PVA/ChS-MTX5. Hashtag denota nivel de significancia 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.
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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 caracteristicas em
3457 cm? atribuida ao estiramento da ligagdo O-H dos grupos —OH, 2936 cm
referente ao estiramento assimétrico da ligacdo C-H dos grupos alquil, 1708 cm
atribuida ao estiramento de grupos acetato residuais, 1441 cm™ referente ao
dobramento da ligacdo C-H, 1140 cm™ atribuida ao estiramento das ligacées C-OH e
em 1097 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-O (Costa-Junior et al., 2009). Ja
o0 espectro do CSt exibiu bandas em 3445 cm! devido ao estiramento O—H dos grupos
—OH, em 2927 cm™ devido ao estiramento assimétrico da ligacdo C—H, em 1455 cm-
! referente ao estiramento caracteristico dos grupos —N*(CH3)s (deformacédo C—H de
grupos metila). Conforme reportado na literatura, a presenca dessa banda confirma a
sintese do derivado CSt (Chatterjee et al., 2023; Yu et al., 2018). Ainda no espectro
obtidos para CSt, a banda em torno de 1630 cm é atribuida a flexdo O—H associada
aos grupos —OH, enquanto as bandas na regido de 1150-900 cm! sdo atribuidas ao
estiramento assimétrico da ligacdo C-O-C e ao estiramento C-O das unidades
glicosidicas do amido (Wang and Xie, 2010). Quando comparado com o espectro do
St in natura (ndo mostrado aqui), o espectro obtido para o CSt apresenta indicativos
gue confirmam a viabilidade da rota quimica escolhida para a sintese desse derivado.
Por fim, o espectro de FTIR do ChS exibiu bandas em 3432 cm referente ao
estiramento das ligacdes O—H dos grupos —OH, 2933 cm devido ao estiramento
assimétrico das ligacdes C—H, 1649 cm™ referente ao estiramento C=0 dos grupos
amida, 1619 cm* devido ao estiramento C=0 dos grupos —COOH, 1049 cm™ atribuida
ao estiramento da ligacdo C-O e acoplamento da vibragdo angular do grupo —OH e
em 1238 cm referente as vibracdes das ligagdes S=0 dos grupos —OSOszH (Foot and
Mulholland, 2005). Bandas em 1037 e 926 cm™ sdo devido ao estiramento C-O e as
ligacdes glicosidicas a(1—4) do ChS.

Os espectros de FTIR obtidos a partir das amostras de filmes, Figura 8b,
exibiram predominantemente as bandas caracteristicas dos materiais precursores,
PVA e CSt. Os espectros de CSt/PVA apresentam a combinagcdo das bandas
caracteristicas de ambos os polimeros, com pequenas discrepancias. Aparentemente,
bandas associadas aos grupos -OH do CSt e do PVA, foram deslocadas para regides
de menor niumero de onda, sugerindo uma interacdo por ligacao de hidrogénio entre

os polimeros. O espectro do filme contendo ChS, exibiu mudancas quase que
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imperceptiveis, quando comparadas com o espectro do filme CSt/PVA. No geral, as
bandas caracteristicas de ChS ocorrem na mesma regido de niumero de onda que 0
CSt e PVA, sugerindo a sobreposicédo das bandas do ChS. Além disso, a propor¢ao
de ChS usado na formulacdo dos filmes € muito pequena (1 m/m-%) em relacdo a
proporcdo de CSt/PVA, o que também pode explicar este resultado. No entanto, o
alargamento da banda em 3444 cm™ associada ao estiramento da ligacdo O-H foi
reduzido e afinado, como pode ser observado no espectro de CSt/PVA/ChS em
comparagdo com CSt/PVA. Isso é um indicativo de reducdo das ligagcdes de
hidrogénio entre o CSt e o PVA. A natureza anionica do ChS (devido aos grupos —
COOH e —0OSO3H) (Jardim et al., 2015) pode favorecer as interagdes eletrostaticas
com 0s grupos cationicos de CSt durante a preparacao do filme. Com isso, a interacao
CSt—ChS pode prejudicar as interagdes 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 farmaco. No entanto, o aparecimento de
bandas do tipo ombro a 1630 cm™ pode ser atribuido ao estiramento C=C do anel
aromatico presente no MTX, indicando assim a presenca do farmaco na estrutura dos
filmes. Como notado na literatura, esta banda tem sido usada por alguns
pesquisadores para confirmar o encapsulamento do MTX em diferentes veiculos de
entrega (Ram Prasad et al., 2019; Rostamizadeh et al., 2018).

Padrbes de DRX dos filmes preparados foram obtidos a fim de investigar a
estrutura os mesmos. Conforme mostrado na Figura 9, o padrao de difracao do filme
CSt/PVA apresentou picos de difragao em 208 = 19,4°, 22,8° € 40,6°, que sao atribuidos
aos planos de reflexédo (101), (102) e (200) dos microdominios cristalinos do PVA na
matriz polimérica (Zhang et al., 2013). Estes microdominios sdo formados pela
interacao fisica das cadeias de PVA durante a preparacédo 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 presenca em uma matriz de PVA néo afeta
a formacdo desses dominios cristalinos (Zhang et al., 2013). Da mesma forma, a
presenca de ChS, um polissacarideo pouco cristalino, ndo deve alterar a ordem
estrutural dos filmes obtidos.

Os biomateriais fabricados com o intuito de serem utilizados como SLTF,
podem contribuir no impedimento da recristalizacdo de medicamentos carregados

(Santos et al., 2018). Esse fato pode contribuir para manter as propriedades
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farmacoldgicas e farmacocinéticas de farmacos cristalinos, como o MTX. Conforme
pode ser observado na Figura 9, os padroes de DRX para as amostras de filme
carregadas com 5 m/m-% de MTX (CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5) sao
semelhantes ao padrédo de DRX de CSt/PVA, indicando que o farmaco permaneceu
no estado amorfo em ambas as matrizes poliméricas. Normalmente, o padrdo de XRD
de MTX livre exibe varios picos de difragdo ao longo da regidao 260 de 10° a 30° (Tekko
et al., 2020). A auséncia desses picos confirma que, ap0s o encapsulamento, as
moléculas de MTX né&o foram capazes de formar cristais. Provavelmente, o MTX
interage com a matriz polimérica. Nas condicfes experimentais utilizadas para a
preparacao dos filmes, as moléculas de MTX sdo carregadas negativamente (pKa
5,71) devido a desprotonacgéo de seus grupos carboxilicos (Alvarez-Figueroa, 2001).
Portanto, o MTX pode estar interagindo com o CSt, que tem uma natureza catidnica.
Essa sugestdo é reforcada uma vez que os picos de difracdo atribuidos aos
microdominios cristalinos do PVA néo sao afetados pela presenca do MTX. No geral,
este resultado corrobora nossos ensaios anteriores que demonstraram uma

distribuicdo homogénea do MTX nas amostras de filme preparadas.
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Figura 9. Padrdes de DRX obtidos para os filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX5 e
CSt/PVA/ChS-MTX5.
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As propriedades térmicas dos filmes CSt/PVA, CSt/PVA-MTX e CSt/PVA/ChS-
MTX foram investigadas com o intuito de avaliar a relagao estrutura—propriedades dos
filmes preparados e sua estabilidade térmica. As curvas de TGA e DTG obtidas sdo

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

A curva TGA dos filmes CSt/PVA exibiu trés estagios principais de perda de
massa, que sao atribuidos a volatilizacdo da umidade (de 50 a 150 °C), decomposi¢cao
térmica do CSt combinada com a eliminacdo de grupos laterais —OH do PVA (de 210
a 350 °C, com maximo em 273 °C) e degradacao do esqueleto poliénico do PVA (de
350 a 500 °C) (El-Zaher and Osiris, 2005). A auséncia de estagios de perda de massa,
separados para a decomposicao térmica de cada polimero (CSt e PVA) indica boa
compatibilidade entre eles. Isto, corrobora com os dados de FTIR que indicam
interacdes por ligagcdes de hidrogénio entre CSt e PVA. Comparativamente, a
presenca de MTX exerceu um leve efeito no comportamento térmico dos filmes
carregados com o farmaco. As principais alteragfes estédo relacionadas ao aumento
do percentual de perda de massa devido a volatilizagdo da umidade e reducdo da
temperatura maxima de decomposicao téermica. Para CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-
MTX5 a volatilizacdo de umidade (de 30 a 125 °C) resultou em perda de peso em
torno de 8% e 14%, respectivamente. Provavelmente, a presenca de MTX prejudicou
as interacdes intermoleculares por ligacbes de hidrogénio entre CSt e PVA
aumentando sua higroscopia. Este efeito € pronunciado pela presenca de ChS que

pode interagir com CSt via interacdo eletrostéatica. Além disso, o ChS é um polimero
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hidrofilico, que pode contribuir para a retencédo de umidade. A reducéo das interacdes
CSt e PVA também explica o deslocamento da temperatura maxima de decomposicao
para temperaturas mais baixas (256 °C para CSt/PVA-MTX5 e 255 °C para
CSt/PVA/ChS-MTX5). E importante mencionar que a decomposicdo térmica de MTX
e ChS puros geralmente ocorre na faixa de temperatura de 225-350 °C (Fernandez-
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 °C que segundo
a literatura é devido a eliminacdo das moléculas de &gua de hidratacdo ligadas a
estrutura do MTX (Dhanka et al., 2018). Além disso, analisando o peso residual a 500
°C para todas as amostras de filmes, nota-se que o residuo de CSt/PVA corresponde
a cerca de 20% do seu peso inicial, enquanto para CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-
MTX5 o residuo corresponde a aproximadamente 25% e 29%. Praticamente, o
aumento do peso residual se ajusta as quantidades iniciais de MTX e MTX+ChS
adicionadas a formulacao 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 eficiéncia terapéutica dos filmes preparados, foi escolhido
um dos trés principais modelos animais de artrite cronica. Diversos estudos empregam
modelos monoartritico, induzido por CFA, como forma de investigar as caracteristicas
da AR, incluindo propriedades neurais periféricas e centrais (Costa-Junior et al.,
2009), comportamentos nociceptivos induzidos por inflamag¢do, bem como novas
estratégias de tratamento (Kargutkar and Brijesh, 2016). Chillingworth and Donaldson,
2003 relataram que uma injecao intradérmica de CFA na pata de camundongos induz
uma condicdo inflamatodria localizada semelhante a AR.

Assim, na Figura 11, é possivel observar que no teste do von-Frey, os animais
exibiram um limiar de retirada da pata basal semelhante entre 0s grupos
experimentais no dia 0 (Fs,36 = 2,09; p > 0,05). Apos 15 dias, os camundongos
expostos ao CFA apresentaram reducéo de 53% no limiar de retirada da pata quando
comparados ao grupo controle, o que caracteriza uma hipersensibilidade mecanica
(Fs,36) = 75,05; p < 0,0001). Ja 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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diminuicao na hipersensibilidade mecéanica induzida por CFA (F,36) = 21,73; p < 0,01),
com uma inibicdo maxima de 67%, 69% e 69%, respectivamente. O experimento,
também, demonstrou que o tratamento com filme CSt/PVA, sem o farmaco carregado,
foi ineficaz para aumentar o limite de retirada da pata em camundongos tratados com
CFA.
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Figura 11. Efeito dos filmes CSt/PVA-MTX5, CSt/PVA/ChS-MTX5 e CSt/PVA sem
MTX na hipersensibilidade mecanica na artrite induzida por CFA em camundongos.
Cada coluna representa a média + S.E.M. de 7 camundongos em cada grupo. O
asterisco denota niveis de significancia quando comparado ao grupo controle: (****) p
< 0,0001 e (**) p < 0,01; hashtag denota niveis de significancia quando comparados
com o grupo CFA: (*) p < 0,01 (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey).

De forma similar, na Figura 12 sdo mostradas as respostas ao estimulo térmico
em camundongos. Como pode ser observado no dia 0O ndo houve diferenca
significativa na laténcia de retirada da pata basal entre 0s grupos experimentais (Fs,
36) = 1,77; p > 0,05). Porém, apos 15 dias a administragdo de CFA diminuiu em cerca
de 57% a laténcia de retirada da pata, indicando hipersensibilidade térmica quando

comparado com o grupo controle (Fs, 36) = 3,77; p > 0,01). O tratamento por um curto
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periodo 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(s, 36)
= 6,46; p > 0,001), sendo possivel obter uma inibicdo maxima de 69%, 68% e 67%,
para esses grupos. Neste teste, o tratamento com o filme CSt/PVA também né&o
alterou a laténcia de retirada da pata em comparacdo com camundongos tratados com
CFA.
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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.
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Cada coluna representa a média = S.E.M. de 6—7 camundongos em cada grupo. O
asterisco denota niveis de significancia 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 possivel
observar que a inoculacdo de CFA em camundongos altera suas respostas
nociceptivas conforme evidenciado por um aumento nas sensibilidades mecéanica e
térmica. Além disso, todos os filmes carregados com MTX reduziram ambas as

hipersensibilidades (térmica e mecanica) em camundongos tratados com CFA
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indicando um efeito antinociceptivo. Com esses dados é possivel sugerir que os filmes
CSt/PVA-MTX5 e CSt/PVA/ChS-MTX5 foram tdo eficazes quanto o farmaco MTX
contra distUrbios do tipo RA em camundongos. No entanto, os filmes preparados com
e sem ChS ndo apresentaram efeitos perceptiveis nos camundongos tratados com
CFA. Isso pode estar relacionado com a pouca quantidade de ChS adicionada a matriz
de CSt/PVA, sendo essa insuficiente para promover resultados perceptiveis nos testes
realizados.

Além de causar hipersensibilidade mecanica e térmica, o tratamento dos
camundongos com o CFA, também induz dor inflamatéria crénica como aquela
encontrada em pacientes acometidos com AR. O CFA promove a liberacéo de varios
mediadores inflamatérios que podem levar a sensibilizacdo dos neurdnios
nociceptivos, caracterizada pela redugéo no limiar de dor. Com isso, a formagéo de
edema, evidenciado por um aumento no volume da pata, representa uma marca de
resposta inflamatdria na artrite induzida por CFA (Kumar et al., 2020).

A MPO, por ser uma enzima presente nos granulos dos leucdcitos,
principalmente, neutrofilos e macrofagos, intercede na infiltracdo dessas células na
leséo local e é responsavel pela secrecéo de hipoclorito. Por esse motivo, a MPO tem
sido considerada um marcador de resposta inflamatéria e pode estar relacionada a
patogénese da AR (Strzepa et al., 2017). Os resultados do estudo in vivo, demonstram
um aumento de cerca de 205 vezes no volume da pata (Fs, 36) = 14,38; p < 0,0001),
enquanto a atividade de MPO aumentou 2,5 vezes (Fes, 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 formacéo 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 niveis de
significancia quando comparado ao grupo controle: (****) p < 0,0001 e (***) p < 0,001;
hashtag denota niveis de significancia 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
nao com o farmaco), bem como apenas com o farmaco MTX, atenuaram a formacéao
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 inflamatorio na leséo
local, mas a incorporacéo de MTX nos filmes CSt/PVA-MTX5 ou CSt/PVA/ChS-MTX5
exerceu um efeito antiartritico, semelhante ao do farmaco MTX, pois os filmes foram
capazes de atenuar, ndo sO o0s parametros inflamatérios, mas também o
comportamento nociceptivo em camundongos tratados com CFA.

O estresse oxidativo contribui para desencadear o processo inflamatério na

fisiopatologia da AR cuja relacdo € interdependente. De fato, os estudos anteriores
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mostraram que altos niveis de estresse oxidativo e inflamacéo estdo positivamente
correlacionados com a gravidade dos sintomas em pacientes afetados pela AR
(Quifionez-Flores et al., 2016; Stamp et al., 2012). Além disso, os biomarcadores de
estresse oxidativo sdo modificados nos tecidos extra-articulares de modelos animais
de AR (Chen and Liu, 2016). Nas Figuras 14a e 14b, observa-se o aumento nos niveis
de TBARS (F, 36) = 5,25; p > 0,001), enquanto a defesa antioxidante ndo enzimatica
(NPSH) nao foi alterada no tecido da pata camundongos expostos ao CFA (F, 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 farmaco MTX, ndo alteram os niveis
de NPSH (p > 0,05), mas foram capazes de reduzir os niveis de TBARS quando
comparados com o grupo CFA (p < 0,01). Essas descobertas sugerem que, tanto 0os
filmes baseados em CSt/PVA quanto o MTX livre, atenuaram o estresse oxidativo na

pata de camundongos tratados com CFA.
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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) niveis
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

niveis de significancia quando comparado ao grupo controle: (**) p < 0,01; hashtag
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denota niveis de significancia quando comparados com o grupo CFA: (*) p < 0,01

(ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey).

A enzima MPO catalisa a reacao entre o peroxido de hidrogénio (H202) e o
cloreto, levando a geracao do &cido hipocloroso (HCIO). Em altas concentracdes, esta
forte espécie de oxidacdo e cloracdo, ataca rapidamente as moléculas lipidicas
presentes na membrana plasmatica das células, incluindo acidos graxos poli-
insaturados, fosfolipidios e colesterol, para desencadear a peroxidacado lipidica
(Panasenko, 1997). Além disso, um aumento na atividade de MPO, pode estar
relacionado a um aumento nos niveis de TBARS, um indice de peroxidacéo lipidica
(Jelkmann et al., 2019). Com base nisso, os resultados obtidos reforcam a hipétese
de que a atividade enzimética aumentada da MPO na AR poderia causar danos as
moléculas lipidicas, conforme evidenciado pelo aumento dos niveis de TBARS, na
leséo local. Um disturbio nas atividades da MPO est4 relacionado na producéo de
radicais livres e citocinas pré-inflamatérias, o que sugere que essa enzima contribui
para a patogénese da AR. Por outro lado, o tratamento em um intervalo curto com
MTX (carregado ou nao) diminuiu a infiltracdo de neutrofilos e a resposta inflamatéria,
evidenciada pela reducdo da atividade de MPO e do volume da pata dos
camundongos tratados com CFA. Consequentemente, o MTX reduz os niveis de
TBARS que podem levar a uma diminuicdo na oxidac&o dos lipidios das membranas
dos condrécitos e fibrocitos (Mongia et al.,, 1996). Além disso, o MTX reduziu a
hiperalgesia mecanica e térmica em camundongos expostos ao CFA, por meio da
modulacdo de parametros bioquimicos.

Embora o MTX seja considerado um agente de primeira linha para o tratamento
da AR, esse farmaco administrado por via oral exibiu uma absorcao intestinal variavel
e um baixo perfil farmacocinético, que interfere diretamente na biodisponibilidade do
medicamento, meia-vida plasmatica e eficacia clinica (Wang et al., 2017). As
formulagBes orais estdo associadas a efeitos adversos ao sistema gastrointestinal
como, por exemplo, nauseas, diarreia, dor abdominal, ulceracdo 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 nao linear que, por sua vez, reduz os efeitos

adversos relacionados a administracdo do MTX por via oral (Prasad and Koul, 2012).
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Estudos anteriores, relatam que hidrogéis usados como veiculos de transporte
transdérmico do MTX, demonstram a mesma ou melhor eficacia do farmaco, 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/IChS podem ser usados como veiculos de transporte transdérmico do
farmaco MTX, visto que, os resultados descritos aqui demonstram que o farmaco
consegue romper a barreira cutanea e chegar até o tecido inflamado no modelo de
artrite induzido pelo CFA. Portanto, a aplicacdo dos filmes baseados em CSt/PVA
carregados com MTX na pele dorsal dos animais nos dias 15, 18 e 21 do protocolo
experimental foi tdo eficaz quanto o farmaco MTX livre, na modulagéo de alguns sinais
caracteristicos da artrite induzida por CFA em camundongos, incluindo a resposta

inflamatoria, estresse oxidativo e comportamento nociceptivos.

5. Concluséo

Neste capitulo foi possivel demonstrar a eficiéncia do protocolo experimental
escolhido para a sintese do CSt, o qual permitiu obter um derivado catidénico com um
DS médio de 0,7. A associacao do derivado com PVA possibilitou o preparo de filmes
relativamente homogéneos, mecanicamente estaveis 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 caracterizagao iniciais revelaram que as amostras de filme preparadas
com maior teor de MTX, exibiram uma melhor distribuicdo do farmaco na matriz
polimérica, porém com uma menor eficiéncia de encapsulacdo. Apesar disso, 0s
filmes contendo 5 m/m-% do farmaco MTX, foram usados para realizar as andlises de
caracterizacdo e os testes in vitro e in vivo, visto que, uma maior homogeneidade
apresentara uma maior confiabilidade perante a quantidade que cada amostra tera de
farmaco despesa na matriz polimérica.

Testes in vitro demonstraram que as amostras de filme permitiram a penetracao
do MTX carregado na pele, validando assim a empregabilidades dos filmes como
SLTF. As andlises de caracterizacdo (FTIR, DRX e TGA/DTG) confirmaram a
interacdo entre os polimeros, a qual ocorre preferencialmente por ligacbes de

hidrogénio. Estas analises também confirmaram a presenca do MTX nas matrizes
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poliméricas. No entanto, ha uma interacdo minima entre o farmaco e a matriz
polimérica; entretanto, essa interacao é suficiente para evitar a recristalizacdo do MTX
apos a incorporacédo. 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 comparavel ao farmaco livre
(controle positivo), que foi administrado por via oral. Conforme avaliado, os filmes
carregados com MTX, exibiram efeitos antinociceptivos e antiartriticos, o que permite
classifica-los como biomateriais promissores para o tratamento da AR. E importante
mencionar que nas condi¢cdes experimentais utilizadas neste estudo a adicdo de ChS
na composicdo do filme ndo causou efeito perceptivel nos parametros biolégicos
investigados. Estudos futuros alterando a quantidade do ChS nos filmes devem ser
realizados para confirmar ou descartar os beneficios anteriormente apontados ao use
desse glicosaminoglicano. Em suma, os resultados indicam que filmes baseados em
CSt/PVA podem ser usados como SLFT para o farmaco MTX, o que pode ajudar a
superar problemas e efeitos adversos associados as vias de administracao
convencionais no tratamento e reducao dos sintomas da AR.

Como perspectivas futuras, gostariamos 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 farmacolégicas e toxicologicas.
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CAPITULO IV = SINTESE DO DIALDEIDO AMIDO E APLICACAO NO PREPARO
DE SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACO POR IMPRESSAO
3D

1. Introducéo

Uma das modificagBes quimicas utilizadas para a formagao de novos derivados
do St sé@o as reacdes de oxidativas (Vanier et al., 2017). A oxidacao € um método de
modificacdo quimica amplamente utilizado para introduzir grupos funcionais, incluindo
grupos carbonila e carboxilas, na estrutura quimica do St e de outros polissacarideos
(Yong and Liu, 2024). Em geral, o St oxidado é preparado reagindo o St com uma
quantidade especifica de um agente oxidante, sob temperatura e pH controlados. Os
grupos hidroxilas encontrados nas posicées C2, C3 e C6 das moléculas de St, como
pode ser observado no Esquema 3, sdo oxidados em grupos carbonila e/ou carboxila,

alterando assim as caracteristicas do St (Li et al., 2020).
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Esquema 3

Existem diferentes tipos de agentes oxidantes utilizados nessas reacoes,
incluindo o persulfato de amonio, permanganatos, hipocloritos e o0s periodatos.
Notavelmente, os mecanismos de oxidacdo 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 (I047) se destacam por induzirem uma oxidacdo seletiva, no
gual ocorre a cisédo do diol vicinal nos carbonos C2 e C3 das unidades D-glicopiranosil
e oxida ainda os grupos hidroxila presentes nessas posi¢cdes para entdo haver a
formacao exclusiva de grupos aldeidos, produzindo ao final do processo reacional o

dialdeido amido (DAS) (Lewicka et al., 2015). Paralelamente ao processo oxidativo,
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ocorre a despolimerizacdo do St, com a clivagem das ligacdes a(1—4) responsaveis
pela unido dos mondémeros, ao mesmo tempo ha formacédo de grupos carboxilicos
(Zhang et al., 2009). Essa fragmentacdo acompanhada da oxidacdo altera as
propriedades fisico-quimicas do derivado incluindo mudancas nas propriedades
térmicas, de gelatinizacao, reoldgicas, viscosidade, intumescimento e solubilidade em
agua (Yong and Liu, 2024).

Os derivados do St provenientes desse tipo de oxidacdo exibem propriedades
interessantes, incluindo as atividades antioxidantes e antimicrobianas, importantes
para 0 uso no campo biomédico e/ou farmacéutico (Yong et al., 2020). Ainda, os
grupos dialdeidos formados séo altamente reativos e podem reagir com compostos
que apresentam em sua estrutura quimica grupos amino, carbonilas e hidroxilas
através de reacdes formando a base de Schiff e alddlicas, respectivamente (Falsafi et
al., 2023). Devido a essas propriedades de reticulacdo, o DAS possui potencial para
o desenvolvimento de diversos tipos de materiais em diferentes campos industriais,
tais como embalagens de alimentos, producdo de termoplasticos, imobilizacédo
enzimatica, encapsulamento e liberagcédo de farmacos (Gao et al., 2019; Yong and Liu,
2024).

Por exemplo, Aslzad et al., 2022 descrevem o desenvolvimento de um
biomaterial utilizando DAS para aplicacdo oftalmologica. Os autores produziram um
hidrogel formado através da reacao da formacao da base de Schiff entre os grupos
amina da quitosana e os grupos aldeidos do DAS, resultando em uma reticulacao
covalente pela formacao da ligacao imina. Este hidrogel foi utilizado como veiculo de
transporte do farmaco betametasona. Os resultados do estudo indicaram que a
proporcao do derivado do St na composicao do hidrogel, afetou a taxa de liberacao
do farmaco. Mais especificamente, ao aumentar as propor¢des do DAS na
composicao do hidrogel influenciou a difuséo e a taxa de liberagdo da betametasona,
durante o tratamento oftalmoldégico.

Pensando neste tipo de reatividade entre os grupos aldeido do DAS e grupos
amino e na caracteristica dos materiais obtidos, um composto que pode ser utilizado
para a obtencdo de reticulagbes, que podem ajustar essa taxa de liberagcdo de
farmacos carregados é a gelatina (Gel). Obtida a partir da hidrélise parcial do
colageno, a Gel é uma proteina amplamente empregada na formacéao de biomateriais
cutaneos gracas as suas propriedades atrativas, incluindo a biocompatibilidade,

67



biodegradabilidade e ndo ser imunogénico (Ahmady and Abu Samah, 2021). No
entanto, sua aplicacdo € tipicamente limitada, devido a cisdo das ligacbes de
hidrogénio em temperaturas elevadas (acima de 35 °C) (Dash et al., 2013). Por
exemplo, materiais produzidos a base de Gel destinados a proliferacdo celular
precisam ser submetidos a processos de esterilizacdo, o que normalmente é realizado
em temperaturas elevadas. Uma estratégia para superar essas limitacdes é a mistura
da Gel com DAS, seguida de uma reticulacdo formando a base de Schiff, permite a
geracao de materiais com maior estabilidade mecénica e térmica (Yang et al., 2017).

Dentre os biomateriais que podem ser preparados a partir da reticulacao entre
Gel e DAS estdo o SLTF, que conforme ja mencionado, sdo um tipo de tratamento
medicamentoso, ndo invasivo, no qual os farmacos sdo administrados de forma
transdérmica, onde realizam o processo de difusao através das camadas da pele até
a corrente sanguinea, onde ativam a resposta terapéutica (Kim et al., 2018).
Normalmente, SLTF sdo biomateriais poliméricos, fabricados por diferentes técnicas
que dentre seu nicho de aplicacdo podem ser utilizados no tratamento de doencas
dérmicas, as quais incluem os eczemas, a psoriase e a dermatite atopica (DA) (Shukla
et al., 2023). As propriedades dos polimeros que compdem o0s biomateriais aplicados
como SLTF, aliadas ao método de fabricacéo, contribuem para o desenvolvimento de
materiais com as caracteristicas adequadas para serem utilizados no tratamento
desse tipo de doenca. Através da selecdo adequada de polimero e técnicas de
fabricacao é possivel, por exemplo, modular propriedades como a biocompatibilidade,
barreira a microrganismos, permeacao gasosa e de remocéao do excesso de exsudato
(Borbolla-Jiménez et al., 2023). Dentre os métodos empregados para a fabricacéo
desses biomateriais, encontram-se o casting e a impressao 3D, no qual, sdo obtidos
filme e hidrogéis impressos, respectivamente (Economidou et al., 2018;
Sivasankarapillai et al., 2021).

O método de casting € o mais comumente utilizado para a fabricacéo de filmes
para serem usados como curativos, durante o processo de cicatrizacédo de feridas.
Esse método envolve a solubilizagdo de um polimero em um solvente (a4gua, etanol,
acetato, hexano) e, a solugéo resultante € depositada em um molde, no qual, h4
formacao de filmes pela evaporacao do solvente (Deng et al., 2018). Apesar desse
meétodo ser eficiente quanto a producdo de filmes com alta flexibilidade, com

permeacao gasosa ao mesmo tempo que penetracao de microrganismos, a fabricacéao
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desse tipo de filmes poros regulares para ocorra uma permeabilizacdo adequada para
0 processo de cicatrizacdo, ndo é facilmente obtida por esse método (Borbolla-
Jiménez et al., 2023). Ja os métodos de impresséo 3D (3DP) se destacam por garantir
a porosidade do biomaterial ao ajustar as porcentagens de preenchimento, ao mesmo
tempo em que o material € impresso com geometrias arbitraria (Naseri and Ahmadi,
2022). Basicamente, a 3DP envolve trés etapas: o fatiamento do projeto desenvolvido
no software adequado, ap0s isso, o0 software permite o armazenamento do formulério
de saida com uma linguagem e no formato digital de tesselacdo de superficie (STL) e
por ultimo 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 eficiéncia dessa
tecnologia em SLTF, os biomateriais fabricados a partir dessa tecnologia, ainda séo
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 inclundo o método de fabricacdo, disponibilidade de
polimero/materiais adequados, e como consequéncia, a formacéo do biomaterial com
alta resolucéo (Parhi, 2023).

Por esse motivo, novas estratégias estdo sendo desenvolvidas para a
fabricacéo 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 extrusdo de filamentos contendo carregado em poli(vinil
pirrolidona) (PVP) a quercetina, um farmaco anti-inflamatorio e antioxidante usado no
tratamento de doencas como a tuberculose. Ainda, os autores realizaram estudos in
vivo, onde conseguiram observar a reducdo de flutuacdes nas concentracdes
plasmaticas apos 18 dias continuos de protocolo terapéutico. Azizoglu and Ozer,
2020, fabricaram filamentos adesivos sob uma embalagem os quais foram formados
pelo processo de extrusao de solugdes formadas por blendas de PVP, polietilenoglicol
e poli(bxido de etileno), usando temperaturas de 70 °C, para encapsular o
montelucaste de sédio. Os autores relatam em seu trabalho, que foi possivel 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

liberag&o do farmaco ocorreu de forma continua durante 24 h, sendo liberado 52% ao
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meio. JA Maurizii et al., 2023, fabricaram bioadesivos transdérmicos, a partir da
copolimerizacdo do etileno acetato de vinila (EVA) para testar a liberacdo de dois
diferentes farmacos, ibuprofeno e diclofenaco de sddio. Nesse trabalho, os autores
realizaram a fabricagdo do bioadesivo usando a técnica de extruséo direta de po, onde
0 processo de extrusdo € realizado com altas temperaturas a fim de realizar o
processo de fusdo dos compostos. Devido a compatibilidade entre o polimero e os
farmacos, foi possivel obter um biomaterial com uma boa estabilidade térmica do
material e morfolégica dos materiais extrudados.

Nesse contexto, o estudo apresentado nesse capitulo propde o preparo de
SLTF empregando a técnica 3DP por extrusao e utilizando tintas preparadas com Gel
quimicamente reticulada com DAS como alternativa aos filmes obtidos por de forma
convencional por casting. Para demonstrar a eficiéncia e aplicabilidade dos materiais
preparados como SLTF, o farmaco hidrocortisona (HC) foi selecionado para
encapsulamento e posterior liberacdo. A escolha do farmaco se deu considerando
uma potencial aplicagéo desses materiais no tratamento e atenuac¢ao de sintomas de
dermatite atépica (DA). DA é uma doenca de pele inflamatéria cronica, na qual, os
pacientes apresentam prurido intenso e lesdes eczematosas recorrentes. Essa
doenca é reconhecida como uma condicdo vitalicia com varias manifestacdes e
expressdes clinicas, nas quais defeitos da barreira epidérmica desempenham papéis
centrais (Weidinger and Novak, 2016). Atualmente, os tratamentos da DA concentram-
se na restauracao da funcao da barreira epidérmica, com terapias de primeira linha,
incluindo corticoides tépicos que sdo usados como agentes anti-inflamatoérios 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 farmacolégicas. Apesar do seu uso ser eficiente para os diferentes
sintomas que a DA apresenta, a HC é hidrofébica e sua aplicacdo pode prejudicada,
principalmente em lesBes exsudativas (Chuah et al.,, 2023). Além disso, a
administragdo prolongada de HC pode levar a alguns riscos de efeito sistémico,
acarretando sintomas como cansaco, tontura e ao escurecimento e manchas da pele
(Kolbe et al., 2001). Como alternativa, biomateriais poliméricos tém sido testados
como sistemas de liberagéo controlada de HC, para atenuar as limitacées associadas
desse farmaco no tratamento da DA (Chuah et al., 2023; Hemrajani et al., 2022;
Siddique et al., 2019). Ainda, espera-se que a fabricacdo de biomateriais impressos
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utilizando Gel/DAS, ampliem o leque dos materiais utilizados nos SLTF,

demonstrando a sua eficiéncia na encapsulacao e liberacéo do farmaco, HC.

2. Experimental

2.1.Materiais

Amido de arroz (St), com 6% de amilose determinada por Colussi et al., 2014
foi gentilmente cedido pelo LabGraos/UFPel (Pelotas, Brasil). Gelatina (Gel, tipo B de
pele bovino) foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). Periodato de sodio (NalOa),
hidréxido de sédio (NaOH) e acido sulfurico (H2SO4) foram adquiridos da LabSynth
(Brasil). Hidrocortisona (HC, pureza > 98%) foi obtida da Gemini (Brasil), e um creme
HC tépico comercial (1 p/p%, Bayer®) foi adquirido em uma farmacia local (Pelotas,
Brasil). Etanol (P.A.) e acido cloridrico (HCI) foram comprados da Synth (Brasil).
Metanol foi adquirido da Dinamica (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 analitico e usados como recebidos sem uma purificacéo

adicional.

2.2. Animais

Camundongos BALB/c fémeas (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 as 6h), a uma temperatura de 22 + 2 °C,
com acesso ad libitum a comida e 4gua. Os ensaios bioldgicos aderiram as diretrizes
institucionais e nacionais de cuidados com animais. A aprovagdo do estudo
experimental foi obtida junto & Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pelotas (CEUA 041709/2022-37), e todas as medidas necessarias foram
implementadas para amenizar qualquer potencial sofrimento vivenciado pelos

animais.

71



2.3.Sintese do dialdeido amido (DAS)

O derivado DAS foi sintetizado utilizando o procedimento reportado por Zhao
et al., 2023 com algumas altera¢gbes (Esquema 4). Em um frasco reacional de 100 mL
foram adicionados 1010 mg de St em 20 mL de agua destilada. A suspenséo
resultante foi mantida sob agitacdo magnética durante 1 h a 40 °C. Logo apds esse
intervalo, 900 mg NalO4 foram adicionados ao sistema (razdo massica St/NalO4 de
1,12:1) o qual permaneceu sob agitagcéo por mais 1 h. Em seguida, 10 gotas de H2SO4
(1,0 mol L) foram adicionadas a solucdo, a qual foi agitada por mais 1 h. Apés o
término da reacao, o produto DAS foi recuperado por precipitacdo em etanol e filtracédo
a vacuo. O sdlido resultante foi lavado abundantemente com uma mistura de acetato
de etila/hexano (razéo 1:1 v/v) para remog¢ado completa do agente oxidante que nao

reagiu com o St. Por fim, o produto obtido foi seco em estufa a 40 °C por 24 h.
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Esquema 4

O teor de grupos aldeidos 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 solugéo
NaOH (0,25 mol L1), a qual foi aquecida a 70 °C brevemente e, entdo, arrefecida a
temperatura ambiente. Apés, 15 mL de uma solucdo H2SO4 (0,125 mol L) foram
adicionados a solucéo anterior, a qual foi agitada até que houvesse mudanca de
coloracdo de marrom para amarelo palido. A solucéo foi purificada utilizado carvao
ativado (200 mg), filtrada a vacuo e titulada com uma solucdo padrdo de NaOH (0,1
mol L1). Fenolftaleina foi utilizada como indicador. Ap6s a titulacéo, o teor de grupos

aldeido no DAS sintetizado foi calculado utilizando a equacao abaixo:

(C1V1+C2V2)—[2 X (C3V3)] x 161
mx 1000

Grupos aldeido (%) = ( )x 100 (2)
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onde Ci é concentracdo da solugdo de NaOH (0,25 mol L), V1 é o volume total da
solugcéo de DAS (10 mL), C> e V2 sdo a concentracao da solucéo padrdo de NaOH
utilizada na titulacdo (0,1 mol L) e o volume gasto dessa solugdo na titulacéo. C3 e
V3 sdo a concentracdo da solugéo de H2S04 (0,125 mol L) e o seu volume (15 mL),
enquanto m € a massa de DAS utilizada e 161 € a massa média relativa a unidade
sacaridica do DAS (Zuo et al., 2017). A determinacéo do teor de grupos aldeido foi
realizada em triplicada e o valor médio obtido para o DAS sintetizado foi de 77%. Esse
resultado é comparavel com outros estudos que utilizaram um procedimento
semelhante para a sintese de DAS (FIEDOROWICZ and PARA, 2006).

2.4.Preparo das tintas para impresséo 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 4gua destilada utilizando agitacdo magnética. O sistema foi aquecido a 100
°C e permaneceu nessa condicdo por 3 h. Apdés a obtencdo de uma solucdo
homogénea, o sistema foi arrefecido até 40 °C e, entdo, 450 mg de Gel foram
adicionados. A razado massica Gel/DAS utilizada foi estabelecida a partir de estudos
prévios de otimizacdo. A solucao Gel/DAS foi mantida a 40 °C sob agitacdo magnética
por 1 h, sendo posteriormente gotejada na mesma 500 pL de uma solu¢éo 1,0 mol L
1 de NaOH. A tinta resultante foi adicionada em uma seringa de 5 mL para ser
realizado a impresséo 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 modificacdes. Apds a homogeneidade da solugéo
Gel/DAS, 1474 mg de HC ao frasco reacional, permanecendo sob agitacdo branda
(200 rpm) por 3 h. Por fim, a solugéo foi gotejada com 0,5 mL de uma solucdo de
NaOH (1,0 mol L), que foi posteriormente adicionado em uma seringa de 5 mL para

impressao 3D.
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2.5.Impresséo 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 criacdo da estrutura em camadas para a impressdo 3D. Apds essa
etapa, o desenho foi convertido para um formato g.code onde foi conduzida o processo

de impresséo pelo software Prontface, conforme mostrado na Figura 15.

=T

Figura 15. Etapas envolvidas no processo de bioimpresséao 3D.

ApOs o preparo das tintas, as mesmas foram depositadas em seringas de
impressao de 5 mL e extrusadas a 35 °C através de uma agulha cénica 22G (0,41 mm
de diametro interno) a uma taxa de alimentacdo de 3 mm/s e velocidade de deposicao
de 140% em relacdo ao projeto. De modo preliminar, capacidade de printabilidade e
fidelidade na formacéo de filamentos cilindricos apds o processo de impressao 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 sequéncia da etapa de otimizac&o do processo de impressao, 0s materiais
foram fabricados em formato cilindrico, com 4 camadas, medindo 14,97 mm de
diametro e 2,12 mm de altura. Essas impressdes foram realizadas em um padrao
hachurado de 90°, utilizando uma impressora 3D GENESIS (3DBS, Brasil).
Imediatamente apOs a impressao, os materiais foram congelados a -20 °C em um
freezer e liofilizados por 24 h a -55 °C (Liofilizador LS 3000 B, TERRONI, Brasil). Apos
a impressédo, os hidrogéis sem HC (denotados como 3D-Gel/DAS) e com HC (3D-
Gel/DAS@HC) foram liofilizados e depois armazenados a temperatura ambiente para
posterior caracterizacdo e aplicagéo.
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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 agua destilada utilizando agitacdo magnética. O sistema foi aquecido a
100 °C e permaneceu nessa condicdo por 3 h. ApGs a obtencdo de uma solucéo
homogénea, o sistema foi arrefecido até 40 °C e, entdo, 450 mg de Gel foram
adicionados. A razdo massica Gel/DAS utilizada foi estabelecida a partir de estudos
prévios de otimizagdo. A solucdo Gel/DAS foi mantida a 40 °C sob agitagdo magnética
por 1 h, sendo posteriormente gotejada na mesma 500 pL de uma solu¢éo 1,0 mol L
1 de NaOH. A solucéo resultante foi vertida em uma placa de Petri, a qual foi mantida
a temperatura ambiente até a completa evaporacdo 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 modificacdes. Apds a homogeneizacdo da solucéo
Gel/DAS, 74 mg de HC foram adicionados a mesma (14,8% com relacdo a massa
total de Gel + DAS) sob agitacao branda. A solucdo contendo o farmaco foi vertida em
uma placa de Petri, mantida a temperatura ambiente para evaporacao do solvente.
Aqui é importante ressaltar que a quantidade de HC difere daquela utilizada no
preparo da tinta para a impresséao do hidrogel 3D- Gel/DAS@HC pois houve um ajuste
a fim de garantir gue a mesma massa de farmaco (5 mg) estive presente nas amostras
testadas nos ensaios in vivo (gel e filme). Para isso aspectos como peso e area das

amostras de filme e dos hidrogéis foram considerados.

2.7.Técnicas de caracterizacdo

O derivado DAS, os materiais precursores, os filmes preparados por casting e
os hidrogéis impressos foram caracterizados por diferentes técnicas. As analises de
FTIR e TGA foram realizadas utilizando protocolos semelhantes aos descritos nas
secdes 3.1. e 3.3. do capitulo anterior. As analises adicionais de caracterizacdo sao

descritas na sequéncia.
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2.7.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de *H) foram
obtidos a 400 MHz utilizando um espectrometro Bruker DPX 400 (Australia). Para
aquisicéo dos espectros D20 e DMSO-ds foram utilizados como solventes deuterados.
Os deslocamentos quimicos séo reportados em ppm e o tetrametilsilano (TMS) foi

utilizado como referéncia interna.
2.7.2. Analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Analises de MEV foram realizadas no CEME-Sul da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG). As imagens das superficies das amostras de filmes e hidrogéis
preparados foram com auxilio de um microscépio da marca JEOL, modelo JSM -
6610LV (EUA) utilizando uma aceleracao potencial de 15 kV diferentes magnificacdes.
A porcao superficial de cada amostra foi previamente recoberta com uma fina camada
de Au em um metalizador da marca DentonVacuum, modelo Desky (EUA) antes da

obtencéo 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 0os 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
guanto os hidrogéis impressos foram retirados da solucéo, o excesso de liquido na
superficie dos mesmos foi removido cuidadosamente e 0 massa de cada amostra foi
registrada utilizando uma balanca analitica. O procedimento experimental foi realizado
em triplicata para cada amostra. O grau de intumescimento ap6s cada intervalo de

tempo foi calculado utilizando a Equacgéo 3:

Grau de intumescimento (%) = % x 100 3)
d
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onde, mg € a massa da amostra seca e my a massa da amostra intumescida em um

intervalo de tempo t.

2.7.4. Teste de liberacgéo in vitro do HC

O perfil de liberacdo 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 liberacéo transdérmica (B. Sanchez 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
dialise de celulose regenerada (MWCO 12-14 kDa, Spectra/Por®, EUA) com uma area
de liberacdo efetiva de aproximadamente 1,5 cm?. O frasco aceptor foi preenchido
com PBS (25 mL, pH 7,4) e a temperatura foi mantida em aproximadamente 37 °C.
Aliquotas (1 mL) foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados e
analisadas usando um espectrdmetro UV-Visivel Micronal BS82 (Brasil) a um
comprimento de onda de 248 nm (0o maximo de absor¢cdo de HC em meio aquoso)
(Lau et al., 2013). Simultaneamente, um volume equivalente (1 mL) de PBS foi reposto
ao sistema. Os dados de absorbancia foram convertidos em concentragdo usando
uma curva de calibragédo (ABS = 0,003 + 0,005[HC], R? > 0,999) que foi construido
usando concentracdes padrdo 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 atépica induzida por dinitroclorobenzeno

(DNCB) em camundongos

As lesGes cutaneas comumente observadas na DA foram induzidas nos
animais de acordo com o protocolo experimental descrito por Chan et al., 2013. Para
isso, a regido dorsal de cada animal foi raspada e, durante a fase inicial de

sensibilizacdo, foram aplicados 200 pL 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 uL de DNCB
(1% v/v) na regiéo dorsal e 20 pL 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 Descricao

1 Grupo controle

DNCB/sem tratamento
DNCB + HC
DNCB + F-Gel/DAS
DNCB + F-Gel/DAS@HC
DNCB + 3D-Gel/DAS
DNCB + 3D-Gel/DAS@HC

N O o A WODN

Os filmes e os hidrogéis forma fixados na regido dorsal dos animais com o
auxilio de uma fita micropore, a partir do 14° dia do protocolo experimental. Nos dias
14, 17, 20, 23, 26 e 29 (dias de aplicacédo de DNCB na regiao dorsal), os curativos

contendo os materiais foram trocados.
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Figura 16. Resumo do protocolo experimental empregado na inducéo de lesdes

cutaneas semelhantes a DA em camundongos sensibilizados com DNCB.

2.8.2. Escores clinicos de gravidade da pele

A avaliacdo das lesbes nas amostras da pele dorsal e os escores de severidade
foram avaliados através das andlises de fotografias registradas no dltimo dia de
experimento. Foram avaliados cinco sinais de lesdo cutanea: prurido/coceira,
eritema/hemorragia, edema, escoriacao/erosdo e descamacao/ressecamento. Cada
um desses sintomas foi classificado da seguinte forma: O (sem sintomas), 1 (leve), 2

(moderado) e 3 (grave), de acordo com Park, 2014.

2.8.3. Estudos dos parametros inflamatorios

Apds o término do protocolo experimental, todos os animais passaram pelo
teste comportamental de cocar e, foram eutanasiados para haver a obtencdo das
estimativas dos parametros inflamatorios, incluindo a espessura da orelha,
parametros oxidantes: niveis MPO, TBARS e de NPSH. As analises de MPO, TBARS
e NPSH foram realizadas utilizando o mesmo protocolo descrito na se¢éao 3.7.4.2. e
3.7.4.3. do capitulo anterior, respectivamente. Além dessas caracteristicas técnicas

de caracterizacdo, outros parametros como indice do baco, espessura da orelha e o
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preparo dos materiais para avaliar os parametros oxidantes que foram realizados e

estédo detalhados a seguir.

2.8.3.1. Espessuradaorelha

Apés a avaliacdo do comportamento de cocgar (30° dia), a espessura da orelha
direita (porcéo centra do I6bulo) foi avaliada. Ambas as orelhas foram cortadas na
base e pesadas em balanca analitica. O inchaco da orelha foi quantificado
comparando o peso da orelha sensibilizada com DNCB (direita) com o da orelha

controle (esquerda). Os resultados sé&o relatados em miligramas.

2.8.3.2. Parametros oxidativos

A pele dorsal e a orelha direita foram homogeneizadas em tampao Tris-HCI 50
mmol Lt em pH 7,4 (1:10 p/v) para determinacdo dos parametros de estresse
oxidativo. O material homogéneo foi centrifugado a 900 xg por 10 min e o
sobrenadante (S1) foi coletado para determinagéo dos niveis de espécies reativas ao
TBARS e NPSH.

2.9.Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de D'Agostino
e Pearson. Os dados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas no software
GraphPad® (EUA). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(S.E.M.). O teste Post Hoc foi realizado apenas quando o valor F atingiu o nivel
necessario de significancia estatistica (p < 0,05) e quando os dados foram

considerados homogéneos.
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3. Resultados e discusséao

3.1.Caracterizacdo do dialdeido amido (DAS)

Um dos parametros relevantes da presente proposta encontra-se no teor de
grupos aldeidos formados nas unidades de glicose presentes no St, os quais
influenciam diretamente as propriedades fisico-quimicas da tinta produzida e no
material impresso. No presente estudo, foi possivel obter um DAS com um grau de
substituicdo de 77% apés a reacdo de oxidacdo do St. Esse alto teor de grupos
aldeidos esta intimamente relacionado a quantidade de agente oxidante utilizado
durante o processo de oxidacdo do St (Ziegler-Borowska et al., 2018). Ainda, o St
utilizado para a obtencdo do derivado DAS, possui baixo teor de amilose e isso
favorece o processo de modificagdo do amido, devido a facilidade com que o agente
oxidante se encontra de acessar as duplas hélices da amilopectina (Vanier et al.,
2017).

Apos a sintese do DAS, sua estrutura e a natureza quimica caracterizada pela
técnica de FTIR. Os espectros para o0 St in natura e o derivado sdo 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 préximo a 3400 cm™ devido ao estiramento O-H dos grupos
hidroxila e bandas em 2927, 1140 e 1020 cm referentes aos estiramento C-H
assimétrico dos grupos CHz, estiramento C-O-C e estiramento da ligacdo C-O
presente nas ligacdes glicosidicas e no anel pirandide do St (C. Liu et al., 2023; Yong
and Liu, 2024). Ainda, a banda em 1637 cm™ pode ser relacionada a presenca de
agua adsorvida na amostra. No espectro do DAS, nota-se um estreitamento da banda
relacionado ao estiramento O-H, o que indica uma reducéo nas interacdes intra e inter-
cadeias via ligacfes de hidrogénio provavelmente devido a reducao na quantidade de
grupos hidroxila ap6s a reacdo de oxidacdo. O alargamento banda observada na
regiao 2950-2900 cm-1 pode ser associada a contribuicdo do estiramento C-H de
aldeidos e a nova banda em 1735 cm é atribuida ao estiramento C=0 caracteristico
dos grupos aldeidos. A presencga dessa banda € utilizada para identificar a formacgéo
do derivado do DAS conforme apontado na literatura (Bajer and Burkowska-But,
2022). Ainda, pode ser observado no espectro do DAS a redugao da banda em 1140

cm? que pode ser atribuida a diminuicdo das porcdes das ligacdes C-O e C-OH
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presentes no anel glicosidico (Zhao et al., 2023). De modo geral, essas alteracbes
com relacdo ao espectro do St in natura confirmam da sintese do derivado DAS.
Andlises de RMN de 'H também foram realizadas para caracterizar o processo

de oxidagao do St. Os espectros obtidos séo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Espectros de RMN de H do St (DMSO-ds como solvente) e do derivado
DAS (D20 como solvente) a 400 MHz.

O espectro de RMN de 'H do St exibiu picos de ressonancia caracteristicos das
unidades glicosidicas do polissacarideo 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 estdo em acordo com
estudos anteriores (Wang and Xie, 2010). E importante ressaltar que o sinal préximo
a 2,5 ppm é referente ao DMSO-ds utilizado como solvente. J& para o derivado DAS,
o espectro de 'H RMN exibiu os sinais de ressonancia associados a estrutura do St e
algumas alteracbes foram detectadas. Novos picos de ressonancia na regido 9,36

ppm e 9,56 ppm que sao atribuidos aos protons dos grupos aldeidos (H7 e H7’). Isso
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demonstra que os grupos aldeidos no DAS foram oxidados a partir dos grupos
hidroxilas que existiam nos carbonos C2-C3 das unidades glicosidicas do St (Zhao et
al., 2023). Embora o teor de oxidacao seja alto, os anéis glicosidicos ndo modificados
ainda estdo presentes nas cadeias glicosidicas e predominam na amostra de DAS,

sendo ainda detectadas nas analises apresentadas (Ziegler-Borowska et al., 2018).

3.2.0timizacao do processo de impresséo 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 caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Os biomateriais a base dessa bioproteina conseguem realizar a
absorcdo de quantidades relativas de exsudatos e ainda manter a maleabilidade do
material, conseguindo se assemelhar ao tecido vivo e gerar um ambiente confortavel
ao ser utilizado em sistemas transdérmicos (Qu et al., 2022). Ja o DAS foi escolhido
pois esse apresenta em sua estrutura quimica grupos funcionais que podem realizar
reticulacbes com a estrutura quimica da Gel, sem haver a necessidade de um agente
reticulante adicional na composicdo do material (Zhang et al., 2019). Além disso, o
processo de reticulacdo entre os grupos amina livres da Gel e os grupos aldeidos do
DAS beneficia propriedades fisicas que garantem a formacdo de materiais com
propriedades fisicas adequadas para a regulacdo da taxa de liberacdo do farmaco
(Gao et al., 2019).

Como uma das etapas iniciais do processo de caracterizacao foram realizados
estudos para avaliar a concentracdo das solugdes de Gel e DAS e da proporgao
massica entre esses compostos para assegurar posteriormente a extrudabilidade do
hidrogel formado, a fidelidade e reprodutibilidade no formato do filamento produzido.
Todos esses aspectos sdo importantes considerando o processo 3DP por extrusao e
compdem o parametro printabilidade, o qual pode ser definido qualitativamente. A
seguir na Tabela 6 estédo dispostas as quantidades massicas de Gel e DAS, a razéo

entre elas e a ponderacgé&o sobre a printabilidade.
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Tabela 6. Composicéo das tintas Gel/DAS utilizadas no processo 3DP e definicdo da
printabilidade das mesmas.

Entrada Quantidade Gel Quantidade DAS Razao Gel/DAS Printabilidade
(mg) (mg) (m/m)

1 500 500 1:1 N&o adequada
2 900 100 9:1 N&o adequada
3 675 75 9:1 N&o adequada
4 585 65 9:1 N&o adequada
5 450 50 9:1 Adequada
6 495 50 10:1 Adequada

A selecao da tinta formulada com alta printabilidade desempenha um papel
fundamental na impresséo 3D (Smith et al., 2021). Isso esta relacionado diretamente
com as propriedades finais do material fabricado. Tintas que apresentam boa
printabilidade devem exibir caracteristicas como viscosidade apropriada, capacidade
de manter a forma apds a deposi¢do, aderéncia entre as camadas impressas e
estabilidade estrutural (Naghieh and Chen, 2021). Dentre as diversas formulacdes
testadas, detalhadas na Tabela 6, a tinta com a composi¢cado descrita na entrada 5 foi
a Unica escolhida para a impressdo dos materiais e para o preparo dos filmes por
casting. Tanto o processo de extrusao como os filamentos formados a partir da tinta
preparada com uma razdo massica 9:1 de Gel/DAS se mostrou adequada para a
impressdo dos materiais. E importante salientar que as tintas formuladas com
concentracbes mais elevadas de Gel/DAS, e consequentemente com maior
viscosidade, exigiram uma pressao de extrusdo mais elevada, aproximando-se do
limite da capacidade da impressora utilizada. Apéds a fase de impressao, os materiais
fabricados foram submetidos a liofilizacdo para preservar sua estrutura tridimensional,
enguanto a 4gua era removida. Por outro lado, os filmes tiveram o solvente evaporado
por meio da fundicdo em temperatura ambiente.

Ainda, é necessario destacar que foram realizadas avaliacbes sobre a
formacao de tintas com concentragdes de DAS inferiores as mencionadas na entrada
6 (Tabela 6). No entanto, essas concentragOes reduzidas de DAS n&o foram
suficientes para gerar um hidrogel adequado para ser utilizado como uma tinta. Isso
esta relacionado, segundo Cui et al., 2022 com a quantidade insuficiente de
reticulacdes dinamicas formadas pela formacgé&o do ligacdes imina (obtida pela reacéao

de base de Schiff) e ligacdes de hidrogénio, entre a Gel e o DAS. Esse fato, evidéncia
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a influéncia critica da concentracdo média de DAS na formacao dessa estrutura, que
é fundamental para a 3DP dos hidrogéis impressos fabricados a partir da composi¢ao
Gel/DAS. Além disso, formulagbes com concentragcfes mais elevadas de DAS, como
na entrada 1, apresentaram alta viscosidade e isso esté relacionado com a alta
densidade de reticulacdo dinamica entre a Gel e DAS, o0 que pode ter um impacto
significativo na extrusdo e conformacdo dos filamentos durante o processo de
Impressao.

Gillispie et al., 2020 definiram o termo printabilidade como “a capacidade de um
material, quando submetido a um determinado conjunto de condi¢cdes de impressao,
de ser impresso de forma com que resulte na obtencdo de uma impresséao desejavel
para uma determinada aplicagao”. A fim de avaliar a printabilidade da tinta formulada
alguns testes preliminares foram realizados, incluindo a capacidade de printabilidade
e fidelidade na formacao de filamentos cilindricos 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 precisao de impressao e uma
altura ilimitada dentro dos parametros testados. Além disso, os testes de queda do
filamento demonstraram que ambas as tintas possuem propriedades adequadas; no
entanto, a tinta com HC apresenta caracteristicas de gel mais adequadas apés a
extrusdo, produzindo um filamento mais consistente, continuo e com uma extremidade
lisa no bocal da agulha, sem a presenca de pequenas dobras ao longo do filamento.
Vale ressaltar que ndo foi possivel alterar a quantidade de HC, pois essa ja foi
previamente calculada com base na quantidade de polimero final apés a impressao

do hidrogel impresso.
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Figura 19. Imagens da avaliacdo da printabilidade da tinta para o teste de queda do
filamento a) Gel/DAS e b) Gel/DAS@HC e habilidade de formagdo de camadas a’)
Gel/DAS e b’) Gel/DAS@HC.

A medida que a concentracdo das solucdes de Gel e DAS foram reduzidas foi
observado que a tinta ficou extremamente fluida e ndo foi capaz de imprimir,
resultando também na formacdo de goticulas na ponta do bocal da seringa e
impedindo a formagéo de um filamento continuo. Consequentemente, a formacao de
espaco de filamentos entre as camadas ndao péde ser observada, uma vez que 0s
filamentos se fundiam a mesa de impresséo, 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 impressao da tinta.

Em processos baseados na impressao 3D, a tinta inicialmente apresenta em
um estado de repouso, sofre uma transicdo para uma condicdo 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 extrusao
homogénea e estavel dos filamentos é pela densidade de reticulacdo que altera
propriedades reoldgicas importantes e, que determinam a qualidade da bioimpresséao,

que incluem a viscosidade, modulos viscoelasticos de cisalhamento, recuperacao
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elastica e tensdo de cisalhamento (Petta et al., 2018). Parametros reologicos
importantes que devem ser determinados pela analise reolégica.

Os testes preliminares ajudaram na definicAo da melhor concentragéo e
viscosidade ideal para uma melhor printabilidade da tinta. Além disso, estes testes
mesmo demonstrando que a printabilidade esta diretamente relacionado com a
guantidade de reticulacdo dindmica podera realizar, alterando as proporcdes de DAS
presente na solucdo, testes quantitativos referente aos parametros reolégicos ainda
serdo necessarios para confirmar tal constatacdo. Visto que, a analise reoldgica nos
possibilitara descrever como ocorre a deformacéao e o fluxo do material sob a influéncia

de forcas aplicadas durante o processo de impressao (Schwab et al., 2020).
3.3.Caracterizacao dos filmes e dos hidrogéis impressos
A natureza quimica dos filmes e os hidrogéis impressos e de seus precursores

foi analisada por FTIR e os espectros obtidos sdo apresentados nas Figuras 20a e
20b.
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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 possivel observar uma banda em 3440 cm devido
ao estiramento O—H dos grupos hidroxila, a qual sobrepbe a banda associada ao

estiramento N—H de aminas primarias e amida e bandas na regido de 2990-2820 cm-
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! devido ao estiramento C—H dos grupos CH2 e CHs. J4 as em 1645, 1540 e 1235 cm-
L correspondem aos estiramentos dos grupos amida | (C=0), amida Il (flexdo N-H) e
amida Il (estiramento C-N e vibragdes de deformagédo no plano N-H),
respectivamente (Sun et al., 2024). No espectro de FTIR da HC observa-se bandas
em 3427 cm* referente ao estiramento O—H, em 2980 cm™! devido ao estiramento C—
H das ligagGes CH2 e CHs, em 1742 e 1720 cm! referentes aos estiramento C=0 dos
grupos carbonilicos presentes no anel ciclico e em 1635 cm! devido ao estiramento
C=C da porcéo aromética da HC (Voss et al., 2020).

Ja nos espectros de FTIR obtidos para os materiais formados a partir da
reticulacdo entre Gel e DAS (Figura 20b) é possivel observar que todos,
independentemente se sao filmes ou hidrogéis, apresentam principalmente as bandas
caracteristicas da Gel, a qual € o componente majoritario desses materiais. Contudo,
guando comparados com o espectro da Gel pura, 0s espectros obtidos para os
materiais preparados apresentam algumas modificacbes. Por exemplo, ha um
alargamento das bandas torno de 3440 cm, associada aos estiramentos O—H e N—
H, nos espectros dos materiais preparados por casting o que pode sugerir um aumento
nas interacdes inter e intramoleculares devido a ligacdes de hidrogénio entre a Gel e
o DAS. Também, pode ser observado nos espectros F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS a
diminuicdo da intensidade da banda em 1745 cm a qual é associada aos grupos
aldeidos do DAS. Essa mudanca indica o consumo desses grupos devido a reacao
de formacdo de base de Schiff (Moreno et al., 2017). Além disso, nota-se o
aparecimento de uma banda em 1651 cm nos espectros dos materiais preparados,
a qual é atribuida ao estiramento C=N da base de Schiff formada. Todas essas
observacbes estdo 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

reticulacdo entre Gel e DAS via formacéo de base de Schiff.

89



0 .
'm ' OH
Gel

DAS

Esquema5

Os espectros de FTIR obtidos para os materiais formulados carregados com
HC (F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/lDAS@HC), mostram-se muito semelhantes aos
espectros dos materiais em o farmaco. Entretanto ao analisarmos 0s espectros na
Figura 20b, observa-se nos espectros F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/lDAS@HC o
aparecimento de uma banda tipo ombro em 1730 cm* e o alagamento da banda em
1651 cm* que podem ser atribuidas ao estiramento C=0 do grupo carboxilico e C=C
e anel aromético da HC, respectivamente, indicando a presenca do farmaco disperso
na estrutura dos materiais (Voss et al., 2020). Ainda, nestes espectros € possivel
observar o deslocamento da bandas referentes as vibracdes dos grupos O-H que
podem estar associadas as interacfes por ligacdo de hidrogénio que 0s grupos
hidroxilas presentes na estrutura da HC realizam com a matriz polimérica (Davoudi et
al., 2018).

Andlises de TGA/DTG foram realizadas para investigar a relacdo estrutura-
propriedades dos filmes preparados por casting e dos hidrogéis impressos. Os

resultados dessas analises estdo 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/lDAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC e para a HC pura.

Pelas curvas de TGA e DTG obtidas para a HC pura € possivel observar que o
farmaco apresenta dois estagios principais de perda de massa. A primeira etapa
acontece na faixa de temperatura entre 164 e 270 °C que pode estar relacionada as
reacoes de descarboxilacdo e desidratacdo da HC, enquanto a segunda etapa
acontece entre 270 a 470 °C atribuivel a carbonizacdo do farmaco (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 estagios de perda de massa, com
algumas discrepancias. Contudo, pode ser inferido que ambas as perdas estao
associadas a degradacéo térmica da Gel, que se encontra em maior propor¢ao nos
materiais (Barreto et al., 2003). Além disso, a auséncia estagios perda de massa
especificos para cada componente (Gel e DAS) indica uma boa compatibilidade entre
as estruturas quimicas dos mesmos.

Para os materiais F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS, o primeiro estagio de perda de
massa ocorreu numa faixa de temperatura de 38-180 °C, aproximadamente e, pode
ser atribuida a volatilizacdo da umidade (8 e 11% de perda de massa,
respectivamente). Ja o segundo estagio, ocorreu na faixa de 136 a 473 °C e esta
relacionada a eliminacdo de agua interna e a decomposicéo térmica da Gel e DAS.
Esse estagio gerou uma perda de massa de 46% para F-Gel/DAS e de 50% para 3D-
Gel/DAS, respectivamente. Ao analisar esses resultados foi possivel observar que os
materiais fabricados por casting apresentaram uma menor perda de massa no
primeiro estagio em comparacado com os hidrogeéis impressos. ISso sugere que 0S

materiais fabricados por casting s&o menos higroscopicos. Tal diferenca pode ser
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explicada pela técnica de fabricagdo dos materiais. No processo de casting, ao
contrario dos hidrogéis impressos liofilizados, além de néo favorecer a formacao de
uma estrutura porosa, os filmes fabricados realizaram a evaporagédo gradual do
solvente. Isso leva a formagédo de reticulacdes dinamicas em maior quantidade,
resultando em uma menor quantidade de grupos funcionais disponiveis para as
interacbes com a agua (SIMONI et al., 2017).

Os materiais produzidos com o farmaco 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 estagios de
perda de massa. Conforme observado nas curvas de DTG (Figura 21b) uma houve
uma diminuigédo da faixa de temperatura do primeiro estagio (entre 29-179 °C) relativo
a perda de umidade. No entanto, h4 um aumento na porcentagem de perda de massa
para os materiais contendo o farmaco disperso, obtendo uma perda de massa de
aproximadamente 7 e 13%, para F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/lDAS@HC,
respectivamente. Para o segundo estigio de perda de massa, um aumento na
temperatura de degradacédo que ocorreu numa faixa de temperatura entre 174 e 500
°C foi observado, o que sugere um aumento na estabilidade térmica dos materiais. A
presenca do farmaco em ambos 0s materiais elevou a temperatura maxima
relacionada ao processo de degradacdo térmica dos componentes que forma os
materiais (Gel e DAS), conforme observados nas curvas DTG. Esse comportamento
pode ser atribuido ao aumento de interacdes por ligacbes de hidrogénio realizadas
entre a HC e a matriz Gel/DAS (SIMONI et al., 2017). Por fim, foi possivel observar
nas curvas DTG dos materiais contendo o farmaco, os dois picos associados a
degradacdo térmica do mesmo (em 245 e 320 °C). Na curva do hidrogel impresso
(3D-Gel/DAS@HC) a observacédo desses picos € mais clara uma vez que para esse
material a relacdo massica entre farmaco e Gel/DAS € maior. De modo geral, esses
dados de TGA/DTG confirmam o carregamento do farmaco nos materiais preparados
e demonstram a interacdo entre 0os componentes, corroborando com a analise de
FTIR.

A avaliagdo morfoldgica das porcdes superficiais dos materiais produzidos foi
feita a partir de imagens obtidas por MEV. As imagens apresentadas nas Figuras 22a
e 22b séo referentes as amostras de filme sem e com presenca do farmaco (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
(@’) e (b’) sao dos filmes de F-Gel/DAS e F-Gel/DAS@HC apos o processo de

formacéao.

De modo geral, o filme F-Gel/DAS (Figuras 22a e 22a’) exibiu uma superficie
uniforme, livre de poros e homogénea, o que sugere uma boa compatibilidade entre
0s materiais de partida (Gel e DAS), o que corrobora a analise de TGA/DTG (Maroufi
et al., 2022). Essa uniformidade e a formacédo de uma estrutura densa dos filmes F-
Gel/DAS associadas com a auséncia de rugosidades ou fraturas. A dispersédo da HC
ndo demonstrou afetar a morfologia superficial dos filmes de F-Gel/DAS@HC (Figura
22b), ou seja, mesmo apos o carregamento do farmaco na matriz polimérica ndo é
possivel observar a formacéao de aglomerados na superficie dos filmes, o que confirma
que a HC néo altera a morfologia superficial do material fabricado a base de Gel/DAS,

0 gue ratifica com os resultados anteriores.
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Na Figura 23a e 23b sdo apresentadas as imagens obtidas por MEV dos
hidrogéis impressos com e sem a presenca 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.
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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 padrao usado na
3DP. Conforme avaliado, o espacamento entre os filamentos s&o de
aproximadamente 530 + 37 um. Ainda, os filamentos apresentaram uma estrutura
microporosa ndo homogénea com poros com tamanho médio de 89 *+ 24 um. Esses
microporos foram formados durante o processo de liofilizacdo utilizado durante a
producdo do material. O processo de liofilizagcdo é utilizado para a secagem de
materiais e a0 mesmo tempo que pode haver a formagdo de uma estrutura porosa
dependendo da taxa de congelamento do material (Aslzad et al., 2022). Esses poros
sao formados pela sublimacao 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 farmaco disperso na solugéo
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formadora do gel (Gel/DAS) é possivel notar um aumento no tamanho desses poros
formados durante a 3DP e uma diminuicdo relativa dos filamentos impressos. As
Figuras 23b e 23b’ revelam que a superficie dos hidrogéis impressos com HC
possuem filamentos com diametro de 571 £ 19 um e microporos tamanho médio de
119 + 58 pm.

As imagens fotograficas apresentadas nas Figuras 24a,a’ e 24b,b’ permitem
visualizar os hidrogéis impressos antes e ap0s 0 processo de secagem dos mesmos
por liofilizacdo. Nota-se que antes e mesmo apdés o0 processo de liofilizagdo os
filamentos nao colapsaram indicando a estabilidade dos materiais devido ao processo
de reticulacdo nesse estudo. Ligacfes de Schiff possuem um caréater dinamico o que
possibilita que os hidrogéis mesmo apo6s o processo de extrusdo voltem a ter uma
rede reticulada, o que confere essa estabilidade (Vitkovéa et al., 2023). Vale mencionar,
gue até o momento, ndo ha registro na literatura mencionando a combinacédo de
Gel/DAS via ligacbes dindmicas por meio de reacdes de base de Schiff que foram

utilizados para a fabricacdo de hidrogéis impressos usados em SLTF.
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Figura 24. Imagens fotograficas obtidas dos hidrogéis (a) 3D-Gel/DAS e (b) 3D-
Gel/DAS@HC impressos e apos liofilizagao. (a’) 3D-Gel/DAS e (b’) 3D-
Gel/DAS@HC.
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De modo geral, materiais porosos sdo atraentes para serem utilizados como
SLTF, pois exibem uma éarea superficial ampliada, com grande volume de poros e
espacos entre os filamentos, permitindo a adsor¢éo e deposicao de farmacos (Farzan
et al.,, 2023). Além disso, a grande area superficial obtidas pela fabricagcdo dos
hidrogéis impressos, pode facilitar a taxa de dissolucdo de farmacos que séo pouco
insoluveis, como no caso da HC (Baumgartner and Planinsek, 2021). Por este motivo,
a capacidade de absorcao de fluidos biolégicos dos materiais foi avaliada e suas
curvas podem ser observadas na Figura 25.
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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
rapida taxa de intumescimento inicial, com a maioria alcangando quase o maximo de
intumescimento nos primeiros 5 min de imersdo em PBS. Posteriormente, apos 20
min de experimento, as curvas atingiram um platd, sugerindo que o processo de
intumescimento atingiu um equilibrio. Os materiais formados por casting, F-Gel/DAS

e F-Gel/[DAS@HC, apresentaram um grau de intumescimento maximo de 297 e 307%,
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respectivamente. Esses dados obtidos corroboram com as analises realizadas
anteriormente, visto que, na fabricacdo do material por técnica de casting as
reticulagcbes covalentes e ionicas foram formadas de forma gradativa ao longo do
processo de volatilizacdo do solvente e formacdo do filme, o que diminuiu a
guantidade de alta grau de intumescimento esta relacionado com os grupos livres
para realizar interac6es com a agua (Aslzad et al., 2022). Além disso, por essa técnica
de fabricag&o 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 nao
influenciou significativamente no intumescimento do material, demonstrando que o
farmaco estava apenas disperso no material, sem realizar interacdes com a Gel e DAS
o que pode facilitar o processo de liberacdo do farmaco.

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 maximo de 699 e 853% , respectivamente, Figura 26.
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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 esta diretamente relacionado com o carater dinamico que esse
material sofre ao ser fabricado. Ao realizar a formagdo da tinta a formacgédo de
reticulacbes idnicas e covalentes que ao entrarem em contato com 0 processo de
extrusdo, as reticulacbes mais fracas (ibnicas) se afastam ao ponto de né&o
conseguirem retornar ao seu distanciamento original e, com isso, deixando o material
com uma maior quantidade de grupos disponiveis para realizar interagbes com a
agua. Ainda, o processo de secagem do material por liofilizacéo e o desenho impresso
leva a maior area superficial desses materiais 3D e a sua grande quantidade de poros
e espacos entre os filamentos o que facilita a difusédo e absor¢éo de liquidos (Aslzad
et al., 2022).

De acordo com os dados de intumescimento, foi possivel 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 esta relacionado com a interacao
que a HC realiza com os grupos hidrofilicos livres presente na matriz deste hidrogel,
0 que pode limitar a capacidade de absor¢do de 4gua. Biomateriais com alto grau de
porosidade e que conseguem absorvem em grande quantidade de fluidos sao ideias
para serem utilizados em sistemas transdérmicos (Vivcharenko et al., 2021). Visto que
ao remover os fluidos exsudativos, formados pela resposta inflamatéria, conseguem
proporcionar um ambiente adequado para a regeneracao do tecido e, ainda fornecer
oxigénio e manter a umidade adequada (Hodge et al., 2022).

No geral, ambos os materiais (filmes e hidrogéis) apresentam a capacidade de
absorcao de liquidos e a uma cinética de absorcao relativamente rapida, propriedades

interessantes para a aplicacéo de SLTFs.

3.4.Liberacéo in vitro de HC

A Figura 27 apresenta os resultados dos ensaios de liberacdo (in vitro) do
farmaco HC a partir das amostras F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC em PBS (pH
7,4) a 37 °C. Vale relembrar que esses ensaios foram realizados utilizando uma célula
de difusdo de Franz, com o intuito de mimetizar um processo de liberagao
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 liberacdo da HC carregada nos materiais F-Gel/DAS e 3D-
Gel/DAS em PBS (pH 7,4) a 37 °C. Nota: As curvas continuas sao referentes ao fit-

nao linear dos dados experimentais utilizando o modelo de Korsmeyer-Peppas.

Analisando as curvas de liberacdo dos materiais (F-Gel/DAS@HC e 3D-
Gel/DAS@HC) é possivel observar que estas apresentaram um perfil lento de
liberacéo ao longo das 48 h de teste (ou 2880 min). Durantes os primeiros 250 min de
experimento, ambos 0s materiais apresentam uma taxa de liberacdo rapida,
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 farmaco
carregada. Essa taxa liberacdo rapida no inicio do experimento € provavelmente
devido a liberagdo de moléculas de HC carregadas na porcao superficial dos
materiais. Para tempos mais longos, o perfil cinético de liberagdo das duas amostras
foi comparéavel. No entanto, para o filme 100% do HC carregado foi liberado em 30 h
(ou 1800 min), enquanto para 3D-Gel/DAS@HC a liberacédo completa do farmaco so
ocorreu apos 48 h. Interacdes mais perceptiveis entre o farmaco e a matriz do hidrogel

podem explicar esse resultado.
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A fim de obter informac8es sobre 0s mecanismos que regem no processo de
liberacdo da HC, dos materiais preparados, os dados experimentais foram
examinados usando diferentes modelos matematicos. No qual, o modelo matematico
que forneceu o maior valor R? (coeficiente de determinacgéo linear) foi considerado
capaz de explicar os dados de liberacdo e, portanto, capaz de indicar o melhor
mecanismo de liberacdo da HC a partir dos materiais fabricados por casting e por
3DP. Apés observar os valores de R? calculados para cada modelo, foi definido que o
modelo n&o-linear de Korsmeyer-Peppas apresentou maior robustez para explicas os
dados experimentais (R? > 0,94) (Korsmeyer et al., 1983). Utilizando esse modelo
matematico € possivel obter parametros importantes que determinam o mecanismo
de liberacdo do farmaco como, por exemplo, o expoente de liberagdo (n). Se n for
igual a 0,43 o mecanismo que controla a liberacdo do farmaco se da por difuséo
Fickiana — descrita para o transporte de fluidos de uma regido de alta concentracéo
para regides de baixa concentracdo (Fu and Kao, 2010). Ja se n forigual a 1, a cinética
de liberacdo é de ordem-zero, sendo a liberacdo controlada por mecanismos de
transporte do Caso Il — a liberagao ocorre pelo intumescimento do polimero através
do relaxamento da matriz ou a liberacdo mediante erosdo. Se caso os valores de n
forem menores que 0,43 ou maior que 1 indicam uma cinética de transporte anémalo,
com uma combinacdo dos dois mecanismos de difusdo e de transporte de Caso Il
(Ciro et al., 2019).

Os valores de n calculadas para ambos os materiais foram proximos a 0,3, 0
gue indica que a liberacdo de HC a partir do filme e do hidrogel impresso sdo regidos
pela Lei de Fick (Lopina and Kanjickal, 2004). Essa lei descreve como acontece 0
transporte de fluidos de uma regido de alta concentracdo para regifes de baixa
concentracdo quimica, sob condicbes permanentes (Fu and Kao, 2010). A difusdo é
um processo que depende do tempo, ou seja, o tempo de relaxacdo do polimero é
maior que o tempo especifico de difusdo do solvente. Logo, esse resultado demonstra
gque o mecanismo de liberacdo da HC de uma matriz constituida de Gel/DAS
aparentemente independe do modo de fabricacdo do material, considerando aqueles
utilizados nesse estudo. Mesmo a difusdo sendo virtualmente facilitada pela estrutura
porosa do hidrogel 3D-Gel/DAS@HC e maior capacidade de intumescimento do
mesmo, a interacdo do farmaco mais proeminente com esse material auxilia no

controle do processo de liberacdo. Os resultados obtidos e descritos até aqui,
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demonstram que as propriedades fisico-quimicas e de liberacdo dos materiais de F-
Gel/DAS e 3D-Gel/DAS sdo adequadas para que essas atuem como potenciais
veiculos transportadores para encapsulagéo e liberacdo transdérmica de farmacos,
como a HC.

3.5.Estudos in vivo

A fim de, avaliar a eficiéncia terapéutica dos materiais fabricados por meio de
diferentes técnicas (casting e 3DP), foi escolhido um modelo animal de dermatite
atopica. Diversos estudo empregam o DNCB para induzi condi¢cdes cutaneas
semelhantes a dermatite atopica (DA) em camundongos. Essa molécula da classe do
heptanos é injetada na camada epidérmica dos animais para causar inicialmente uma
resposta imune. A exposicado repetida leva ao desenvolvimento de um estado
semelhante ao da DA em camundongo (Saito et al., 2017). A inducédo de DNCB causa
anafilaxia e o aparecimento de lesGes cutaneas semelhantes a DA incluem pele mais
espessa, ressecamento, inchaco, edema e eritema (Saito et al., 2017).

Os efeitos da aplicacao topica para os materiais sédo 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 lesGes cutaneas e ho comportamento de
cocar em camundongos. Os resultados demonstraram que todos 0s animais expostos
ao DNCB exibiram sinais clinicos semelhantes aos da DA, caracterizados por um
aumento no escore clinico de gravidade da pele, quando comparados com o grupo
controle. Os tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/lDAS@HC e com a HC reduziram
efetivamente a gravidade das lesGes cutaneas induzidas por DNCB. Por outro lado,
os tratamentos F-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS néo alteraram a gravidade das lesbes
induzidas pelo DNCB. O tratamento com F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e com a
HC mostrou uma diferenca estatistica no escore clinico de gravidade da pele em
comparacao com camundongos tratados com F-Gel/DAS (p > 0,05) (ANOVA: F,42) =
23,58, p < 0,0001) (Figura 28B).

Jéa os resultados obtidos para o tempo em que 0s animais levaram para cocar,
Figura 28C, foi possivel observar que os camundongos expostos ao DNCB exibiram
um aumento no tempo de cocar em compara¢cao com o grupo controle (p < 0,001). O
tratamento F-Gel/DAS@HC reduziu efetivamente a gravidade das lesdes cutaneas
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induzidas por DNCB. No entanto, os tratamentos 3D-Gel/DAS@HC e apenas com a
HC néo alteraram o comportamento de cogcar em comparacao com 0s ratos tratados
com DNCB (p > 0,05). Uma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre
os tratamentos F-Gel/lDAS@HC e 3D-Gel/DAS@HC, sugerindo que a aplicacao
topica de F-Gel/DAS@HC foi mais eficaz na reducdo do comportamento de cocar em
camundongos tratados com DNCB do que 3D -Gel/DAS@HC ou HC (ANOVA: F,42)
= 10,11, p < 0,0001) (Figura 28C).
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Figura 28. Efeito dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/ DAS@HC e HC nos sinais
clinicos semelhantes a DA induzidos por 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) em
camundongos. (A) Imagens das lesdes cutaneas dos grupos de ratos tiradas no ultimo
dia do experimento (dia 30). (B) Pontuacéo das lesdes cutaneas. (C) Tempo de cocar

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 niveis de
significancia em comparagcédo com o grupo controle; (*) p < 0,01 denota niveis de
significAncia em comparacdo com o grupo DNCB; (%) p < 0,05 denota niveis de
significancia em comparagdo com o grupo F-Gel/lDAS@HC; (@) p < 0,05 denota
niveis de significancia em comparacdo com o grupo 3D-Gel/DAS@HC; (*) p < 0,05
denota niveis de significancia em comparacdo com o grupo HC (creme) (ANOVA

unidirecional seguida do teste de Tukey).

Efeitos dos parametros inflamatérios

Os resultados representados na Figura 29 demonstram os efeitos exercidos
pelas formulagcdes contendo ou ndo 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
comparag¢ao com o grupo controle. No entanto, apenas o tratamento com HC foi eficaz
na reducdo do a espessura das orelhas induzidas pela DNCB em camundongos. A
aplicacao topica de F-Gel/DAS, F-Gel/lDAS@HC, 3D-Gel/DAS e 3D-Gel/DAS@HC
nao reduziu a espessura da orelha induzido por DNCB em camundongos (ANOVA:
Fe,42) = 11,05, p < 0,0001) (Figura 29A).

Em relacdo a 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 andlise dos dados
estatisticos revelou que os tratamentos F-Gel/DAS@HC e 3D-Gel/lDAS@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,42)= 5,554,
p < 0,001) (Figura 29B). Na pele dorsal, nenhum dos tratamentos topicos foi eficaz
na reducédo da atividade da MPO (ANOVA: F.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
inchaco 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 niveis de significAncia em comparacdo com 0 grupo
controle; (*) p < 0,05 e (**) p < 0,01 denotam niveis de significAncia em comparacéo

com o grupo DNCB (ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey).

3.6.Efeito da peroxidacao lipidica e nos niveis de NPSH

Os efeitos dos tratamentos F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e com a HC
nos niveis de TBARS e NPSH na orelha e na pele dorsal dos camundongos séo
apresentados nas Figuras 30A-4D. A inducdo de DNCB levou a um aumento nos
niveis de TBARS na orelha (ANOVA: F42) = 4,654, p < 0,01) e pele dorsal (ANOVA:
Fe,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 niveis de TBARS em animais expostos ao DNCB em
ambos os tecidos. Por outro lado, os tratamentos topicos com F-Gel/DAS e 3D-
Gel/DAS nao alteraram os niveis de TBARS na orelha e na pele dorsal de
camundongos quando comparados ao grupo DNCB. Nenhuma diferenca foi
observada entre as aplicacdes topicas 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 reducédo dos niveis 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 relacdo aos niveis de NPSH, demonstram que o
tratamento repetido com F-Gel/DAS@HC, 3D-Gel/DAS@HC e/ou HC nao alterou os
niveis de NPSH na orelha de camundongos em comparacédo com DNCB, F-Gel/DAS
e grupos 3D-Gel/DAS (ANOVA: F@e42) = 2,620, p < 0,05). Porém, na pele dorsal de
camundongos, a aplicacdo topica de 3D-Gel/DAS@HC aumentou os niveis de NPSH
em comparacdo ao grupo DNCB (ANOVA: Fe42) = 6,024, p < 0,001). Além disso, 0s
niveis 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 diminui¢cdo nos niveis de NPSH tanto na orelha quanto na pele dorsal em

comparacao 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
niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) na orelha (A) e na pele

dorsal (B), conforme bem como nos niveis de tiol ndo 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<0,05e (**) p <

0,01 denotam niveis de significancia em comparagédo com o grupo controle; (*) p <

0,01 denota niveis de significancia em comparacdo com o grupo DNCB; (@) p < 0,05

e (@@@) p < 0,001 denotam niveis de significAncia em comparacéo com o grupo 3D-
Gel/DAS@HC (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey).
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4. Conclusao

A partir do estudo apresentado neste capitulo foi possivel demonstrar a
eficiéncia do protocolo experimental escolhido para a sintese do DAS, no qual,
permitiu obter um derivado do St com teor de grupos aldeido de 77%. A associacéo
do derivado com Gel possibilitou o preparo de diferentes materiais fabricados por
técnicas, incluindo materiais casting e hidrogéis impressos. Ambos 0s materiais
provaram ser relativamente homogéneos, com estruturas estaveis e com bom
manuseio. Usando o método de casting, uma série de filmes foram preparados sem e
com o farmaco HC. Ja usando o método de 3DP foi possivel obter hidrogéis impressos
com quatro camadas, no qual, também foram preparados materiais com e sem a
presenca da HC. Ensaios de caracterizacdo iniciais revelaram que 0s materiais
preparados por casting e hidrogéis impressos com tiveram caracteristicas distintas,
incluindo a porosidade, densidade de reticulacdo dinamica diferentes e
intumescimento. Apesar disso, os materiais preparados com o farmaco HC, foram
usados para realizar as analises de caracterizacao e os testes in vitro e in vivo.

As analises de caracterizacdo (FTIR, TGA/DTG) confirmaram a interacao entre
0s polimeros, a qual ocorre por reticulacdo covalente e ndo covalente, com a formacao
de grupos imina formado pela reacéo de base de Schiff e ligacfes de hidrogénio entre
0s grupos amina e hidroxila dos polimeros. Estas analises também confirmaram a
presenca da HC nas matrizes poliméricas. Estudos in vitro, demonstraram que ambos
0S materiais realizaram a liberacdo do farmaco durante 48 h. J& os testes in vivo,
usando um modelo de dermatite induzida por DNCB em camundongos mostraram que
0s materiais preparados com Gel/DAS carregados com a HC, aplicados topicamente
exibiram desempenho comparavel ao farmaco livre (controle positivo), que foi
administrado de forma tépica. Conforme avaliado os materiais carregados com a HC
reduziram efetivamente a gravidade das lesdes cutaneas e 0s niveis de TBARS
induzidas por DNCB. No entanto, ndo foram eficientes para reduzir a espessura da
orelha dos animais. Vale ressaltar, porém que outros testes comportamentais estéo
em andamento, com o intuito de avaliar comorbidades psiquiatricas, tais como
ansiedade e depresséo afim de ampliar o escopo das analises realizadas. No geral,

os dados obtidos até o momento da confeccdo desta Tese demonstram que 0sS
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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 farmaco HC.
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CAPITULO IV — CONCLUSAO GERAL

1. Conclusao Geral

A constante busca de novos biomateriais, que sejam empregados na area
medicinal, estimula a producdo de novos derivados do amido. Os derivados por
atribuirem novas propriedades fisico-quimicas e biolégicas aos materiais, tornam-se
atrativos para serem empregados como biomateriais, no processo de cura de
diferentes patologias. Nesse sentido, os estudos demonstrados até aqui, reforcam a
importancia da constante busca por novos derivados de polissacarideos, empregados
na medicina como biomateriais. No Capitulo lll, a derivatizacdo do amido, por meio da
reacdo de eterificacdo, foi possivel haver a formagdo do CSt com propriedades
superior ao do amido, como baixa viscosidade e alta solubilidade. Esse derivado foi
utilizado como base para a formacéao de filmes poliméricos de CSt e PVA, que foram
utilizados como veiculos de carregamento e entrega local do farmaco MTX, usado em
doencas como a AR. Testes in vitro, demonstraram que o MTX carregado no filme
consegue atingir a camada transdérmica, sugerindo que os filmes preparados sao
potenciais dispositivos para sistemas de liberacdo transdérmica de medicamentos.
Ainda, testes in vivo revelaram a eficiéncia dos filmes carregados MTX no tratamento
e atenuacao de sintomas de AR. Os resultados demonstraram que os filmes obtiveram
a mesma eficiéncia de cura da AR, quando comparados com o grupo controle, que foi
tratado com o MTX por via oral. J& no Capitulo IV, a derivatizagdo do amido, por meio
da reacdo de oxidacdo, foi possivel haver a formacdo 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 formacao de materiais
por casting e hidrogéis impressos usando DAS e Gel, que foram utilizados como
veiculos de transporte e entrega do farmaco HC, usado em doencas como a DA.
Testes in vitro, demonstram que a HC carregada nos materiais é liberado de forma
gradativa durante 48 h. Ja os testes in vivo revelaram a eficiéncia do carregamento da
HC nos materiais atenuando alguns sintomas da DA.

Em geral, os estudos descritos nessa Tese reforcam a importdncia da

formulacdo de novos derivados do amido, voltados para a formacédo de novos
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biomateriais, com o intuito de serem utilizados na area médica e farmacéutica. Os
mesmos podem ser utilizados no preparo de materiais a partir de diferentes
metodologias, 0 que demonstra sua versatilidade em termos de processabilidade.
Apesar da extensa caracterizacao e dos testes in vitro e in vivo apresentados, estudos
futuros sdo necessarios para completar a caracterizacao fisico-quimica e biolégica

desses derivados a fim de viabilizar o preparo de biomateriais a partir dos mesmos.
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