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RESUMO

Os biopolimeros sdo compostos quimicos produzidos por seres vivos ou matérias
primas de fontes renovaveis de energia, que tém a capacidade de formar géis e solucdes
viscosas em meio aquoso. Devido as suas propriedades fisico-quimicas, bem como
carater biocompativel e biodegradavel, estes tipos de materiais séo amplamente utilizados
na indastria farmacéutica. Este trabalho teve como objetivo preparar filmes
autossustentados de carboximetilcelulose combinados com o polissacarideo alginato de
sodio ou a proteina zeina, os quais foram utilizados como matrizes biopoliméricas para o
6leo essencial de Lithraea brasiliensis. Os filmes preparados foram caracterizados por
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), por andlises térmicas TG/DTG e DSC, bem como as taxas de
transmissdo de vapores de agua também foram investigados. ApoOs a caracterizacao
quimica, foram realizados os testes de citotoxicidade in vitro utilizando eritrécitos de
carneiro e células de linhagem RAW. Quanto a atividade leishmanicida em promastigota
de Leishmania amazonensis, o ensaio foi através do método de MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil) - 2,5-difenil-2H-tetrazdlio). Os biofilmes sintetizados indicaram uma
melhor estabilidade térmica e quimica do éleo essencial uma vez encapsulado na matriz
biopolimérica comparada ao 6leo puro, garantindo uma boa retencéo dos constituintes do
6leo essencial, sendo altamente promissor para aplicacdo farmacologica, enquanto o
ensaio citotoxico em eritrocitos de ovelhas e em células RAW, expressou correlacdo de
resultados, em que o tratamento com os filmes sintetizados ndo apresentou toxicidade
relevante, sendo caracterizado o sistema como dose dependente para células RAW. Ao
analisar os filmes sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, foi
concluido que houve toxicidade em todas as amostras testadas. Sendo assim, os biofilmes
despertam interesse, uma vez que sdo capazes de inibir e interferir no curso das
leishmanioses. Esses resultados nos direcionam para futuras investiga¢des, uma vez que
existem poucos estudos relacionados a essa tecnologia do material e das caracteristicas

do 6leo essencial.

Palavras-chaves: biopolimeros, 6leo essencial, anti-Leishmania, biofilmes.



ABSTRACT

Biopolymers are chemical compounds produced by living beings or raw materials
from renewable energy sources, which have the ability to form gels and viscous solutions
in an aqueous medium. Due to their physicochemical properties, as well as their
biocompatible and biodegradable character, these types of materials are widely used in
the pharmaceutical industry. The objective of this work was to prepare self-supporting
carboxymethylcellulose films combined with the polysaccharide sodium alginate or the
zein protein, which were used as biopolymeric matrices for the essential oil of Lithraea
brasiliensis. The prepared films were characterized by vibrational spectroscopy in the
infrared region (FTIR), scanning electron microscopy (SEM),TG/DTG and DSC thermal
analysis, as well as the transmission rates of water vapors were also investigated. After
chemical characterization, in vitro cytotoxicity tests were performed using sheep
erythrocytes and RAW cells. As for the leishmanicidal activity in promastigotes of
Leishmania amazonensis, the test was performed using the MTT method (3-(4,5-
dimethyithiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide). The synthesized biofilms
indicated a better thermal and chemical stability of the essential oil once encapsulated in
the biopolymeric matrix compared to the pure oil, ensuring good retention of the essential
oil constituents, being highly promising for pharmacological application, while the
cytotoxic assay in erythrocytes from sheep and in RAW cells, expressed correlation of
results, in which the treatment with the synthesized films did not present relevant toxicity,
being characterized the system as dose dependent for RAW cells. When analyzing the
films on the promastigotes forms of Leishmania amazonensis, it was concluded that there
was toxicity in all tested samples. Therefore, biofilms arouse interest, since they are
capable of inhibiting and interfering with the course of leishmaniasis. These results direct
us to future investigations, since there are few studies related to this technology of the

material and the characteristics of the essential oil.

Keywords: biopolymers, essential oil, anti-Leishmania, biofilms.
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1 INTRODUCAO

Avangos tecnologicos trouxeram inovadores métodos de distribuicdo
fisiologica de medicamentos. Diferentes sistemas carreadores tém sido extensivamente
estudados com o objetivo de controlar a liberacdo de substancias ativas e melhorar a
eficacia e a seletividade das formulacbes (FLORES et al., 2011). Sistemas de
administracdo convencionais, como spray, injecao e pilulas, apresentam um aumento na
concentracdao do farmaco, logo apo6s a administracdo dele, atingem um pico maximo de
dosagem no sangue e depois declinam, conforme o tempo de acdo do medicamento. Com
a liberacdo controlada tem-se uma constancia na liberacao durante a maior faixa de tempo
(LYRA, 2007).

Materiais desenvolvidos neste campo devem apresentar caracteristicas tais
como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e propriedades fisico-
quimicas e biologicas conhecidas (CHEN et al., 2016; MOLINA et al., 2015). Por meio
de matrizes poliméricas, a liberacdo de ativos tem sido comprovada como uma interacao
complexa entre intumescimento, difuséo, erosdo e relaxacdo (BAZZO et al., 2008). Essa
técnica tem como principais vantagens a liberacdo a uma vazdo massica controlada
durante periodos prolongados, a perda de material pode ser evitada ou reduzida durante
0 processo e armazenamento (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995).

Existem dois tipos de abordagens que podem ser usadas para a liberacdo de
farmacos, a liberacdo controlada ou a liberacdo especifica, sendo a liberacdo controlada
um tipo de formulagdo concebida de forma a prolongar a dissolu¢do do farmaco e a sua
absorcdo, até que o mesmo chegue ao local desejado (FREIRE et al, 2006). Em vista
disso, a liberacdo de farmacos de forma sistematica € parte significativa da investigacao
farmacéutica, além de que a maioria dos sistemas de liberacdo de farmacos ter como base
as matrizes polimericas.

Os polimeros naturais tém sido usados como alternativas para a geracdo de
biomateriais utilizados em aplica¢es biomedicas. A maior vantagem destes materiais €
sua elevada disponibilidade da matéria prima além de serem biodegradaveis (MITSUKA,
2007). Por outro lado, o interesse das industrias de produtos alimenticios, cosméticos e
farmacéuticos, pelo uso de extratos bioativos e de substancias bioativas procedentes de
plantas, € crescente, com vistas, principalmente, ao desenvolvimento de produtos
funcionais (CYBORAN et al., 2014). A utilizacdo dos compostos bioativos, como o0s
fendlicos, 6leos essenciais, alcaldides, carotendides e terpendides na producdo de

cosméticos e farmacos tem sido limitada, principalmente, por serem pouco solGveis em
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agua e apresentarem baixa absorcdo e, também, por ndo serem capazes de atravessar as
membranas lipidicas das células ou por terem tamanho molecular excessivamente alto, o
que pode levar & perda de biodisponibilidade e de eficacia (BONIFACIO et al., 2014). A
instabilidade quimica durante a estocagem (temperatura, presenca de oxigénio, luz etc.)
é outro fator que pode limitar o desenvolvimento de tais produtos (LI; ROUAUD;
PONCELET, 2008). Uma das formas possiveis de se reduzir os inconvenientes acima
referidos, seria a utilizagdo da encapsulacdo de tais compostos ativos em materiais
poliméricos que além de atuarem como carreadores, podem facilitar e aumentar o controle
da estabilidade, melhorar a solubilidade, a biodisponibilidade e controlar a liberacdo de
compostos bioativos (ABBAS et al., 2015; NEVES et al., 2015).

O género Lithraea pertence a familia Anacardiaceae e compreende trés
especies de plantas que sdo comuns em partes da América do Sul: Lithraea caustica,
presente na Argentina e Chile, e Lithraea mielloide e Lithraea brasiliensis, presente no
Brasil, Uruguai e Argentina. As plantas pertencentes ao género Lithraea sdo descritas
apresentando atividades antimicrobianas, antivirais e citotoxicas (RUFFA et al., 2002), e
a Lithraea brasiliensis, conhecida como “aroeira”, “aroeira-braba” ou “aroeira preta”
também mostrou atividade promissora contra microrganismos (SHIMIZU et al., 2006),
apesar de ser reportado propriedades irritantes (ALE et al., 1997; PIENNAR;
TEICHMAN, 1998).

A técnica de encapsulagdo é um procedimento que vem sendo empregado
com a finalidade de reduzir e/ou prevenir os processos de degradacdo até que 0s
compostos cheguem aos sitios onde sua absorc¢édo é desejada (DE VOS et al., 2010). Trata-
se de uma tecnologia onde o composto bioativo é envolto por uma barreira fisica. Além
disso, essa técnica possibilita 0 empacotamento de sélidos, liquidos ou gas em pequenas
capsulas que liberam o seu conteudo por periodos prolongados em condi¢des especificas,
aumentando a biodisponibilidade do composto encapsulado (NEDOVIC et al., 2011).

Mediante o exposto, o presente trabalho visa a utilizagdo de filmes
biopoliméricos na encapsulacdo de principios ativos naturais, contemplando suas
caracterizacdes utilizando diversas técnicas fisico-quimicas, até sua aplicacdo em
sistemas in vitro com a avaliagdo da toxicidade frente células saudaveis, bem como a

atividade leishmanicida dos biofilmes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas que se caracterizam através de suas interagdes
intra e intermoleculares, pela sua estrutura quimica e por seu tamanho. Essas
macromoléculas possuem elevadas massas moleculares, podendo ter unidades estruturais
repetidas (mondmeros), sendo que a denominacdo do polimero deriva das palavras gregas
“polis”, que significa muitas, e “meros”, que significa partes (MANO et al., 2015).

A classificacdo dos polimeros depende da origem desses materiais, do método de
preparacdo, da formacdo, estrutura quimica e do tipo de cadeia polimérica, do
comportamento mecanico e da degradabilidade, conforme apresentado na Figura 1
(CANEVAROLO JR., 2006).

Figura 1: Organograma da classificacdao dos polimeros.

Polimeros
I T T T I T T 1
Fonte Método chi.e Formacdo Estr’ut.ura Tipo c_ie Comporﬂtall*nento Degradabilidade
preparagdo quimica cadeia mecanico
P.olirtnlaros Adicdo Homopolimero Cac{ei_a Linear Termoplasticos Biodegradaveis
sintéticos carbbnica
Polimeros Condensacio Copolimero Cadeia Ramificada Termorigidos . Nao-
naturais heterogénea hiodegradaveis
PO|I.I’T.'IEII’(.JS Ligacdes Elastdmeros
artificiais cruzadas
Fibras

Fonte: Adaptado de CALLISTER e RETHWISCH (2016) e CANEVAROLO JR (2006).

Os polimeros geralmente sdo materiais resistentes a biodegradacédo, devido a sua
estrutura quimica e elevada massa molar, porém atualmente existe a tendéncia a buscar
solucdes para a diminuicdo dos residuos gerados por tais materiais. Tal fato leva a uma
procura pela substituicio de polimeros sintéticos por biopolimeros devido a
biodegradabilidade, além da possibilidade de uso em areas como as industrias médica e
alimenticia. Apesar destas vantagens, os polimeros biodegradaveis nem sempre possuem
as propriedades fisico-quimicas ou mecénicas adequadas para aplicacdo direta nas areas
acima citadas, para isso torna-se necessario que sejam feitas mudancas em suas estruturas,
seja através de transformacg6es quimicas, misturas poliméricas, formagao de compositos

ou incorporacdo de aditivos (SANTOS, 2017).
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Os polimeros naturais tendem a possuir cadeias proteicas ou polissacaridicas. A
vantagem de uso desse tipo de polimero se deve a similaridade e compatibilidade com o
ambiente de feridas e da matriz extracelular da pele. Entretanto, quando comparados aos
polimeros sintéticos, tendem a apresentar maior heterogeneidade e variacdo de
composicdo quanto a sua origem (DAVIS; MCLISTER, 2016).

Entre os polimeros naturais e sintéticos mais utilizados, destacam-se 0s
polissacarideos. Normalmente abundantes, os polissacarideos sdo obtidos a partir de
fontes renovaveis, apresentam baixo custo de producdo e propriedades peculiares, em
que, dependendo do grupo funcional presente na estrutura, é possivel fazer uma derivacgao
quimica capaz de criar um polimero com novas propriedades (MATRICARDI et al.,
2013).

Os biopolimeros possuem aplicaces importantes na area biomédica,
especialmente devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e caracteristicas
fisico-quimicas. Além disso, sdo formadores de filme ou de gel, apresentando
propriedades espessantes (RINAUDO, 2008). Na literatura sdo encontrados diversos
estudos relacionados as aplicagbes do alginato, da zeina e da carboximetilcelulose como
polimeros para producdo de sistemas de liberacdo de farmacos, fato que demonstra seu
potencial de aplicacdo na area.

Trevisol et al., (2018) avaliaram a viabilidade de uso de filmes em mono e
bicamada em diferentes proporcoes de alginato e carboximetilcelulose (CMC) para
liberacdo controlada de diclofenaco de sddio em meio liquido visando sua aplicacdo como
curativos. Canoff et al., (2022) desenvolveram e caracterizaram filmes poliméricos
contendo extrato de P. cauliflora com potencial de aplicagdo curativa diferenciada de
lesbes. Para o preparo dos filmes foi utilizado o agente polimérico biodegradavel
carboximetilcelulose, e glicerol como agente plastificante. J& Sousa et al., (2018)
realizaram a preparacdo e a caracterizacdo de filmes de carboximetilcelulose sodica
(NaCMC) impregnados com extratos de propolis marrom e avaliaram a capacidade

antioxidante e a atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus.
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2.2 Carboximetilcelulose

O CMC (Figura 2) € um copolimero de duas unidades: B-D-glucose e B-D-
glucopiranose  2-O-(carboximetil)-sal mono-sodico, distribuidas ao longo de
macromoléculas interligadas via liga¢des 3-1,4-glicosidica (TOGRUL; ARSLAN, 2003).
Por apresentar uma pequena parte hidrofébica em sua estrutura molecular e, a0 mesmo
tempo, varios grupos carboxil hidrofilicos, este polissacarideo possui caracteristicas
anfifilicas, o que permite promover interagao entre meios com diferentes polaridades (SU
etal., 2010).

Figura 2: Estrutura molecular do polimero carboximetilcelulose

COO

Fonte: FERNANDES (2021).

A carboximetilcelulose sodica é amplamente utilizada como espessante alimentar.
Quimicamente ela é classificada como um polimero anionico derivado de um éter
carboximetilico de celulose. A celulose é o principal polissacarideo constituinte dos
vegetais. Na industria a CMC é modificada quimicamente, transformando-se num
produto similar a celulose, mas muito solivel em &gua. Tem aspeto de p6 de cor branco,
ligeiramente amarelado, capaz de formar solucBes viscosas e géis dependendo da
concentragdo, apresenta potencial hidroscopico relativamente baixo (SANTOS, 2018).

O desenvolvimento de filme curativo com propriedade antibacteriana por
Grumezescu e colaboradores (2014), possui em sua formulacdo CMC como polimero
anionico. Este filme mostrou atividade em diferentes funcdes vasculares e respostas
inflamatdrias, podendo ser usado como suporte de regeneracdo para pele, além de
melhorar a resisténcia a colonizagao por Staphylococcus aureus. Neste contexto, 0 CMC
ndo somente apresenta propriedades estruturais, mas também funcionais no processo de

cicatrizacao.
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2.3 Alginato

O acido alginico (como também é chamado) € encontrado em alguns tipos de algas
marrons e é similar a celulose (STEVENS, 2009). Considerado um copolimero linear, o
alginato é formado pela repeticdo de dois mondmeros distintos, o (1,4)-a-Lguluronato ou
unidade G e o (1,4)-B-D-manuronato ou unidade M (Figura 3). Ele abrange cadeias de
acido glucurdnico e acido manurdnico, com o comprimento e a quantidade de blocos
glucurénicos tendo impacto direto em suas propriedades mecanicas e fisicas (BEKIN et
al., 2014; SHALABY; BURG, 2004).

Figura 3: Representacdo da estrutura dos meros e do polimero natural alginato.
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(a) meros dos acidos B-D-manurénico (bloco M);
(b) a-L-gulurénico (bloco G);
(c) polimero natural alginato.
Fonte: ERTESVAG; VALLA (1998); SANKALIA et al., (2007).
As propriedades mecanicas dos filmes de alginato estdo diretamente relacionadas

ao nimero de sitios “caixas de ovos” (Figura 4). Assim, as caracteristicas do filme tais
como resisténcia mecanica, propriedades de barreira, coesdo e rigidez podem ser
melhoradas. Apesar do mecanismo de gelificacio do alginato ainda ndo ser
completamente compreendido, acredita-se que os cations metalicos polivalentes tendem
a quelar os grupos carboxilato e hidroxila do alginato. Esta quelacdo é uma espécie de
ponte entre 0 ion metalico e os dois grupos carboxilatos e um ou mais pares dos grupos
hidroxila ocorre através de ligacGes parcialmente i6nicas e parcialmente coordenadas,
respectivamente (KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; BEHABADI, 2016).
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Figura 4: Modelo “caixa de ovos” para o alginato
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Fonte: Adaptado de I. Braccini and S. Perez (2001).
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Os alginatos séo atualmente processados como polimeros biocompativeis de alta
pureza e baixa toxicidade (MATA et al., 2011; YOO et al., 2006). Esses compostos tém
sido comumente aplicados em sistemas de microencapsulacdo e liberagdo controlada,
especificamente para proteina (GEORGE; ABRAHAM, 2006; MOBUS et al., 2012) e
enzimas (HAIDER; HUSAIN, 2008) visto que podem formar um gel com elevada
porosidade em temperatura ambiente, permitindo altas taxas de difusdo de
macromoléculas, podendo ainda se dissolver e biodegradar em condicGes fisioldgicas
normais (GOMBOTZ; WEE, 2012).

Pesquisas relacionadas a biofilmes de alginato de s6dio mostram que eles se
adequam bem aos propositos farmacéuticos/medicinais. Segundo Patel (1993), eles tém
sido constantemente utilizados como curativos, sem apresentacdo de reacdes alérgicas na
pele. Em vista da sua alta capacidade de absor¢cédo pela formacdo de um forte gel
hidrofilico, podem ser utilizados para o tratamento de lesdes secretoras, diminuindo a
contaminagdo bacteriana. Os alginatos geram sinais pro-inflamatérios que, com a
ativacdo de macréfagos humanos, propiciam o processo de cicatrizacdo (THOMAS et al.,
2000). Além disso, sdo capazes de manter o ambiente de cicatrizacdo fisiologicamente
Umido, favorecendo a formacéo do tecido de granulacéo, onde hé a proliferacao de células

endoteliais vasculares e fibroblastos, e a consequente cura (MOTTA, 1989).
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2.4 Zeina

A zeina é um dos polimeros naturais mais amplamente usados e é responsavel por
cerca de 50% da proteina do milho (LUO; WANG, 2014). Presente predominantemente
no endosperma dos grdos de milho e pertencente ao grupo das prolaminas, tem sido o
foco de pesquisa atual sobre o encapsulamento de compostos bioativos (LIU etal., 2019).

A estrutura principal da zeina (Figura 5) é descrita como uma conformacao
helicoidal de roda contendo nove unidades de repeticdo homodlogas de uma forma
antiparalela (ARGOS et al., 1982). A solubilidade e a alta reatividade quimica da zeina
sdo determinadas pela presenca de seus grupos funcionais. Devido a presenca de grupos
hidrocarbonetos nas cadeias laterais, a zeina € insolivel em agua, mas é soldvel em
misturas de dgua com alcoois alifaticos, tais como etanol e isopropanol, e também em
varios solventes organicos, contendo hidroxilas, carbonilas, amina e outros grupos
polares (MARK, 2014; LASZTITY,2017).

Figura 5: Estrutura da unidade monomérica de zeina.

i : Ny g,

NH,

NH, )
NH NH

Fonte: ABDELSALAM et al, (2021).

O interesse cientifico na zeina deve-se entre outros, a sua capacidade para formar
filmes biodegradaveis, flexiveis, de baixo custo em comparagdo a outros polimeros e
resistentes, que fornecem protecdo contra ataques microbianos, indicando sua eficacia
para a producdo de micro/nanoparticulas usadas como sistema de entrega de nutrientes e
drogas (LUO; WANG, 2014; SHUKLA; CHERY AN, 2001).

As zeinas tem sido de interesse para 0s processadores comerciais desde a sua

descoberta. Revestimentos de zeina parecem ser uma das suas aplicagbes mais
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promissoras. Durante os anos 1970, cerca de 75% da producdo anual de 500 toneladas,
foi utilizado na forma de revestimento de comprimidos medicinais (REINERS, 1973).

A estrutura de polimero anfifilico de zeina permite que ela apresente pequenos
glébulos com diametros entre 150 e 550 nm em solu¢do aquosa de etanol. A molécula
tem forma semelhante a um tijolo e, assim, permite que ela transporte outras moléculas
dentro dela (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012; LAI; GUO, 2011). Um exemplo é
o medicamento digitalico “gitoxina”, em que a zeina promoveu o encapsulamento e

liberagdo sustentada do ativo (ZHONG:; JIN, 2009)

2.5 Lithraea brasiliensis Marchand

29 ¢e

A Lithraea brasiliensis conhecida popularmente como “aroeira”, “aroeira-brava”
ou aroeira-preta”, pertencente a familia Anacardiaceae, compreendendo trés espécies de
plantas que sdo comuns em partes da América do Sul: Lithraea caustica, presente na
Argentina e Chile, Lithraea mielloide, e Lithraea brasiliensis, presente no Brasil, Uruguai
e Argentina (ALE et al., 1997; PIENNAR, TEICHMAN, 1998).

Lithraea brasiliensis é uma arvore, de 6 a 8 metros de altura, tem folhas verde-
escuras simples ou compostas com 3 a 5 foliolos, variando de 3 a 7 cm, em forma de lanca
e apiculados (apontado para a ponta) (Figura 6). Florescem na primavera com flores
agrupadas branco-amareladas que sdo seguidas por flores globosas e frutos branco-
esverdeados. Os frutos sdo dispostos em paniculas axilares, surgindo entre o ramo e a
folha talo. A madeira Lithraea é frequentemente queimada como fonte de calor e energia
(ALE et al., 1997).

Figura 6: Frutos de Lithraea brasiliensis

Fonte: Calenga (2021)
As espécies dessa familia sdo caracterizadas por possuirem propriedades irritantes

e causarem dermatites de contato, e suas atividades bioldgicas envolvem atividade
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promissora contra microorganismos quando testados 0s extratos vegetais extraidos das
folhas de aroeira (SHIMIZU et al., 2006), antiviral e citotoxicas (RUFFA et al., 2002),
acaricida e com baixa toxicidade em modelo in vivo usando Artemia salina (crustaceo)
(LIMA et al., 2021). O dleo essencial de Lithraea brasiliensis possui atividade anti-
promastigota contra 0s parasitos das espécies Leishmania amazonenses e Leishmania
enfantum (ASSENCO et al., 2022).

2.6 A Leishmaniose

Das 133 doencas ou grupos de doencas listado no Observatorio de Satde Global
(WHO, 2020), 101 tém ligacdes significativas com o meio ambiente. Dentre essas,
encontram-se as Leishmanioses, um grupo de doencas de carater antropozoonotico
(Figura 7a), com alta prevaléncia em regides subtropicais, causadas por mais de 20
especies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania, sendo reconhecida pela
OMS como uma doenca negligenciada, a qual globalmente tem cerca de 27% dos casos
relacionados com as condi¢des ambientais (WHO, 2020).

As leishmanioses compreendem uma serie de patologias marcadas pelo amplo
espectro de manifestacbes clinicas, que v@o desde infecgOes assintomaticas até
manifestacdes mais graves, como a forma visceral. Podem ser divididas em leishmaniose
cutdnea, mucocutanea, difusa e visceral (PINHEIRO, 2013). A leishmaniose visceral é
caracterizada pela infeccédo cronica de 6rgaos viscerais como figado, baco e medula dssea,
pode causar febre irregular de longa duracdo, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
chegando a ser fatal se ndo for tratada. Em relacdo as manifestacfes tegumentares, a
forma cuténea de maior prevaléncia, é caracterizada pela presenca de Ulceras na pele em
geral indolores (Figura 7b), bem delimitadas, apresentando bordas elevadas, a forma
mucocutdnea na qual os parasitos sdo disseminados pelo sistema linfatico ou
hematogénico e parasitam a mucosa nasal e orofaringea, é caracterizada por lesdes
ulceradas e infiltradas na mucosa da boca, nariz e faringe e a forma cutanea-difusa produz
lesBes cronicas e disseminadas, e estas lesdes multiplas contém alto nimero de parasitos
(PINHEIRO, 2013; WHO, 2023).

22



Figura 7: llustracdo do protozoario Leishmania (a), Lesdo cutanea de leishmaniose (b).

Fonte: Google imagens.

Em relagdo ao niumero de casos, segundo o Boletim Epidemiol6gico emitido em
2021, no ano de 2019 foram confirmados 2.529 novos casos de leishmaniose visceral no
Brasil sendo a regido Nordeste responsavel pelo maior registro de casos no pais (49,1%),
e a taxa de letalidade 9%, a mais elevada dos Gltimos 10 anos. Em relacdo a leishmaniose
tegumentar, no mesmo ano foram confirmados 15.484 novos casos no Brasil com o0s
maiores percentuais de casos registrados na regido Norte (42,8%). Em ambas as formas
da doenca, os maiores nimeros de casos encontram-se na populacdo jovem e do sexo
masculino. (BRASIL, 2021).

Os principais medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose
tegumentar estdo na forma de formas farmacéuticas sélidas e liquidas. Sendo que, as
solidas compreendidas por comprimidos e capsulas, contendo principio ativo e
adjuvantes, possuem melhor estabilidade fisico-quimica, facilidade na administracédo e
precisdo na dosagem, porém nao € possivel ajustar a dose no produto final. J& as liquidas
sdo apresentadas como solucdes e suspensdes injetaveis estéreis, ambas atribuidas a
administracdo por via parenteral, utilizadas principalmente quando é desejavel resposta
rapida, quando o principio ativo € inativado por outra via de administracdo ou
incompativel com outro tipo de forma farmacéutica (AULTON; TAYLOR, 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

O objetivo deste estudo foi elaborar e caracterizar biofilmes a base de
carboximetilcelulose combinados com alginato de sodio ou zeina que incorporam o
6leo essencial de Lithraea brasiliensis, bem como avaliar a atividade leishmanicida e

a citotoxicidade.

3.2 Especificos

v Produzir filmes a base de carboximetilcelulose combinados com alginato ou zeina
que incorporam o Gleo essencial de Lithraea brasiliensis;

v’ Caracterizar os filmes produzidos utilizando técnicas: FTIR, DSC, TG, MEV e
Taxa de transmissdo de vapores de agua;

v Avaliar toxicidade in vitro e in vivo da formulagéo;

v Avaliar potencial leishmanicida in vitro da formulacdo;
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

Reagente Formula Pureza | Procedéncia

Alcool Etilico CH3CH,0H >99,0% Exodo
Alginato de Sodio (CeH706Na)x >98,0% Exodo
Carboximetilcelulose | [CsH702(OH);OCH,COONA], | >98,0% Sigma-
de Sédio Aldrich

Cloreto de Sodio NaCl >99,0% Dindmica
Glicerina Bidestilada C3Hs0s >99,5% Exodo
Silica Gel Azul SiO; >99,0% Cinética
Sulfato de Sodio NaSQ4 >99,0% Cinética
Tween 20 CsgH114026 >99.0% Exodo
Zeina | e > 98,0% Sigma-
Aldrich

4.2 Extracéo do oleo essencial de Lithraea brasiliensis

O acersso e a coleta de recurso genético no Brasil foram autorizados pelo
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (SisGen n® AOFCC6A). O dleo essencial foi
extraido de 100 gramas do fruto de Lithraea brasiliensis., aonde foram trituradas e
misturadas a 200 mL de agua destilada. Foi realizada uma hidrodestilacdo em sistema de
Cleveger modificado acoplado a um baldo de fundo redondo de 100 mL (Figura 8),
mantendo—se a temperatura a 100°C com o auxilio de uma manta de aquecimento. Em

seguida, o 6leo foi seco por meio de percolagdo com Na>SO4 anidro.

Figura 8: Sistema de hidrodestilagdo

Oleo essencial

Material vegetal

Fonte: Adaptado de Council of Europe 2010
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4.3 Producéo de filmes

Os filmes autossuportados foram obtidos a partir da adaptacéo da técnica “Solvent
Casting Method”, denominada como método de moldagem com solvente, feita por
Ferreira etal. (2017), empregando a evaporacao lenta do solvente, a temperatura ambiente
e pressdo atmosférica. Para isso, quatro composicbes foram testadas tendo como base
uma solucéo biopolimérica de CMC preparada empregando a agua como solvente, a qual
foi combinada com solucdes de diferentes concentracfes de alginato de sodio (AS) ou
zeina (ZN), a saber: i) 1% (m/m) de CMC, 0,5% (m\m) de AS; ii) 1% (m/m) de CMC,
0,25% (m\m) de AS; iii) 1% (m\m) CMC, 0,5% Zeina (ZN) e; iv) 1%(m\m) CMC, 0,25%
ZN. As solugdes de alginato foram preparadas a partir de 30 mL de &gua bidestilada,
enquanto as de zeina foram preparadas utilizando-se 30 mL de uma solugdo
hidroalcoolica a 70% (v/v). Em seguida, foi adicionado as solu¢des 1,5% (m/m) de
glicerol e 0,2% (m/m) de Tween® 20, juntamente com 0,18% (m/m) do 6leo essencial de
Lithraea brasiliensis. Uma vez homogeneizada, cada solucdo é transferida para uma placa
de Petri, permitindo que a evaporagdo lenta do solvente a temperatura ambiente. As

formulagdes de cada biofilme sdo sumarizadas na tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo (m/m) dos componentes do filme.

Amostra | Alginato | Zeina | Carboximeticelulose | Glicerol | Tween OE
de Sddio 20 Lithraea
JESIENE
CMC- 0,5 0,0 1,0 1,5 0,2 0,18
AS 0,5%

CMC- 0,25 0,0 1,0 15 0,2 0,18

0,25%

CMC- 0,0 0,5 1,0 1,5 0,2 0,18
ZN 0,5%

CMC- 0,0 0,25 1,0 1,5 0,2 0,18

Fonte: proprio autor.
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4.4 Caracterizacdo dos materiais
4.4.1 Taxa de transmissd@o de vapores de agua (TVA)

Os valores de TVA foram determinados com o método gravimétrico, baseado na
norma ASTM E96-12. Para cada tipo de filme foram utilizadas 3 amostras moldadas em
circulos e fixadas nas células de permeabilidade padronizadas (Figura 9). Foram
depositadas em cada uma das células aproximadamente 10 g de silica gel, em seguida
foram introduzidas em um dessecador com uma solucéo de cloreto de sodio a 70% (m/v).
A taxa de transmissdo do vapor de agua foi obtida a partir da inclinacdo da linha resultante

tracando o peso do vapor de dgua transmitida vs. tempo.

Figura 9: Células de Q(_e_rmeabilidade
e A ..‘..‘:r \,All_l ob by .

. .

Fonte: Préprio autor

4.4.2 Teste de solubilidade

O teste de solubilidade dos filmes foi determinado segundo a metodologia
adaptada proposta por Irissin-Mangataet al. (2001), onde foram testados em trés pHs
diferentes que simulam o encontrado na pele e em ferimentos (4,6; 5,2 e 6,8), (SILVA et
al, 2016). As solugdes foram preparadas utilizando PBS, o pH de cada solucéo foi
ajustado com solucéo de acido cloridrico ou hidréxido de sédio, afim de se obter os pHs
necessarios. Os filmes foram recortados em formato circular com 20 mm de diametro e
pesados, sendo entdo mergulhados em béquer contendo 50 mL de agua destilada e
agitados lentamente por 24 h, a 25°C em um agitador. Apés este periodo as amostras
foram removidas e secas (100°C por 24h) em uma estufa para determinar o peso do
material que ndo foi solubilizado. A solubilidade é expressa pela porcentagem de material

seco solubilizado conforme a Equacéo 1:

PI-PF

%MS = (T) * 100 1)

Onde: %MS ¢ a porcentagem de material seco solubilizado, PI é o peso inicial do

material seco e PF é o peso final do material seco ndo solubilizado.
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4.4.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
As analises dos filmes e do 6leo essencial foram realizadas em um Espectrometro
Shimadzu IR-Prestige-21, com acessorio de ATR. Os espectros foram obtidos com

resolucdo de 2 cm, na faixa de 400 a 4000 cm™.
4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a obtencdo das imagens utilizou-se o microscépico JEM-2100 da marca
JEOL operando a 200 kV. As amostras dos filmes foram preparadas com recobrimento
de ouro antes das analises. As fraturas dos biofilmes para obtencdo das imagens da sec¢do
transversal foram feitas através de imersdo da amostra de interesse em nitrogénio liquido

a-196 °C, permitido o corte limpo da amostra.

4.4.5 Anélises térmicas
4.4.5.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento Shimadzu DSC-60 sob
atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.mint. As andlises foram
realizadas em cadinho de alumina no intervalo de temperatura de 30 a 550°C com razéo

de aquecimento de 10°C.min,

4.4.5.2 Anélise termogravimetrica (TGA) e Termogravimetria derivada (DTG)

As curvas TGA/DTG foram obtidas em uma termobalanca Shimadzu DTG-60
sob atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.mint. Os experimentos
foram conduzidos no intervalo de temperatura de 30 a 1000°C com uma razdo de
aquecimento de 10°C.min"t em cadinho de alumina. Foram utilizados entre 5-10 mg de

cada amostra nas analises.

4.4.6 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As amostras foram analisadas em um Cromatdgrafo a Gas (CG-2010) acoplado
ao Espectrémetro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da Shimadzu, utilizando uma
coluna capilar DB-5M (30m x 0,25mm x 0,25um). O fluxo do gas de arraste de hélio
numa velocidade linear de 47,5 cm/sec e fluxo da coluna 1,0 mL/min, A programacao do
forno foi de 35 °C por 6 min com rampa de aquecimento de 10 °C/min até 240 °C e
permanecendo por 10 min, até o final da corrida. A temperatura do injetor e da fonte de

fons de 250 °C e 200 °C, respectivamente. O modo de injecdo Split com razdo de 1/30,
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Tempo de Corrida 36,50 min. A quantificacdo foi realizada por normalizacdo das areas
dos picos, e a identificacdo através da Biblioteca do Equipamento NISTO08 (National

Institute of Standards and Technology).
4.5 Ensaios biologicos
4.5.1 Teste de hemdlise com eritrocitos de carneiro

A atividade hemolitica dos filmes de zeina (ZN — 0,5; ZN — 0,25) alginato (AS -
0,5; AS-0,25) in vitro foi realizada em conformidade com a norma International Standard
Organization 10993 partes 5 (1SO). Na qual foi seguida a recomendacdo da metodologia
de Almaaytah et al., (2014), de forma adaptada. Foram coletados 10mL de sangue de
carneiro em um tubo contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
disponibilizado pelo biotério da Universidade Federal do Maranhdo, o mesmo foi
submetido ao comité de ética e pesquisa de uso de animais, tendo recebido o seguinte
parecer: Processo n. 23115.005441/2017-62 (CEUA). O sangue foi centrifugado a 2000
rpm por 10 minutos a 20 °C. O plasma foi removido e os eritrocitos foram lavados trés
vezes com tampédo fosfato salina (PBS). Os filmes de de 6mm de diametro foram
incubados em contato direto com 100 uL de solucdo de 5% de eritrocitos (v/v, em solucdo
salina 0,9% m/v) por 1h a 37°C, nas seguintes concentragdes de alginato (0,5 e 0,25 mg)
e zeina (0,5 e 0,25 mg), contendo 5,95 ug/mL de OLB. Os controles positivo e negativo
receberam 100 pL de Triton x-100 a 1% e PBS, respectivamente, também foram
utilizados filmes sem OLB incorporados, OLB (5,95 ul/mL) e Tween 20. Apés 1 hora de
incubacédo a 37°C, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 20°C.
Foi retirado o sobrenadante (100 ou 150 pL), transferido para uma microplaca e suas
absorbancias medidas a 450 nm.

A atividade hemolitica foi expressa em relagdo a agdo do Triton x-100 e calculada
pela seguinte formula:

Hemodlise % = [ (Abssso amostra tratada com o extrato — Abssso amostra tratada com

PBS) / (Absasso amostra tratada com Triton x-100-Absaso tratada com PBS) ]*100.

(Abssso/extrato - Abssso/PBS)

Ali 0=
Hemolise % (Abssso/Triton x-100 - Abssso/PBS) )

Onde: Abssso/extrato & Abssso amostra tratada com o extrato; Abssso/PBS é Absaso

amostra tratada com PBS); e Absaso/Triton é Absasg amostra tratada com Triton.
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45.2 Ensaio de citotoxicidade celular in vitro

Macrofagos de linhagem murina RAW 264.7(doadas pelo Laboratério de
Imunologia Aplicada — Rio de janeiro) foram mantidos em garrafas de cultura estéreis
com meio RPMI 1640 (SIGMA) contendo penicilina (100 pg/mL), estreptomicina (100
U/mL), anfotericina B (0,25 png/mL) e suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)
em estufa a 5% de CO; a 37 °C.

Para a realizagdo do ensaio de citotoxicidade, foi utilizada a metodologia
padronizada pela International Standard Organization 10993 partes 5 (1SO), por contato
direto, na qual utilizou-se 5x107 /mL (5x10° por poco) de células em meio RPMI-1640
suplementado com 1% se SFB. As células foram adicionadas num volume de 100 pL
por poco em placas de 96 pocos de fundo chato. Em seguida os macréfagos foram
acondicionados por 1 hora em estufa de CO a 5% para aderéncia ao fundo da placa.

Ap0s esse periodo, os macrofagos foram incubados com diferentes concentracdes
de alginato (0,5 — 0,25 mg/mL) e zeina (0,5 — 0,25 mg/mL). Como controles foram
utilizadas células com 100 uL DMSO (controle positivo) e células apenas com meio
RPMI (controle negativo). Apos incubacao por 48 horas, MTT (Sigma, EUA) (5 mg/mL)
foi adicionado na cultura, sucedendo-se nova incubagao (3 h/37° C). A viabilidade das
células foi avaliada com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma proporcional ao
valor da absorbancia gerada em espectrofotometro, sob comprimento de onda igual a 540
nm. Apos as 3 horas de incubacéo, adicionou-se 100 puL de DMSO por pogo e leu-se em
leitor de Elisa 540 nm, a porcentagem de citotoxicidade foi realizada de acordo com o
calculo: (% citotoxicidade = (1- Densidade 6tica do teste/ Média do controle negativo) X
100. A citotoxicidade foi expressa em porcentagem, utilizando o programa GraphPad

Prism 8.

45.3 Citotoxicidade promastigotas (Leishmania amazonensis)

As formas promastigotas (5x10°mL) de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas no Laboratério de Patologia e Imunoparasitologia
(UFMA) em garrafas para cultura estéreis contendo meio Schneider (SIGMA),
gentamicina (50ug/mL) e suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, sendo
acondicionadas em cadmara de demanda bioguimica de oxigénio (BOD) a 27°C. As

mesmas foram obtidas na fase estacionaria, em culturas de 5 dias.
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O efeito anti-Leishmania dos biofilmes foi estudado em promastigotas (5x107/mL
- 10uL), que foram adicionadas em placas de 96 pocos (5x10° por poco), na presenca de
diferentes concentracbes de alginato (0,5; 0,25 mg/mL) e zeina (0,5; 0,25 mg/mL)
incorporadas ou ndao com 6leo de L. brasiliensis. Como controle positivo foi utilizada
anfotericina B (10 pg/mL) e o controle negativo foi preparado apenas com o0 meio de
cultura Schneider. Apos 48 horas de incubacéo foi adicionado 10 uL de MTT 5mg/mL e
novamente incubado por 3 h para haver a formacéo dos cristais de formazan. Finalmente,
foi adicionado 100 pL de DMSO a 10% e suas absorbancias medidas em

espectrofotdmetro a 540 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do 6leo essencial de Lithraea brasiliensis
Apos a analise do dleo essencial de Lithraea brasiliensis em Cromatografia em

fase Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-MS), foi constatado que o
composto apresenta uma variedade de substancias e consequentemente uma consideravel
quantidade de picos (Figura 10), sendo identificados 32 compostos entre eles f-mirceno,
nerolidol, e &cido 4-octandico éster metilico, que se encontra de forma detalhada na
Tabela 2.

Figura 10: Cromatograma do 6leo essencial de Lithraea brasiliensis.
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Fonte: Proprio autor

Os resultados da analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (Tabela 2) apresentou 32 picos. O 6leo essencial foi composto principalmente por
B-Mirceno (58,30%), acido 4-octendico (6,83%) e nerolidol (8,96%). Shimizu et al.,
(2006) analisando o oOleo essencial de Lithraea molleoides (Vell.) utilizando a
cromatografia gasosa detectou a presenca de compostos majoritarios: limoneno (89,89%),
alfa-pineno (3,48%), beta-pineno (2,63%), alfa-terpineol ( 1,27%), mirceno (0,64%), o
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que indica que a composicao do 6leo varia consideravelmente de acordo com as espécies

do mesmo género da planta do fruto analisado.

Tabela 2. Concentracdo (m/m%) dos componentes do 6leo.

PICOS RT AREA AREA% COMPOSTOS -BIBLIOTECA DO EQUIPAMENTO

(min) - NISTO8

10530 | 656814 0.43 1R-,alfa,-Pineno, Biciclo[3,1,1]hept-2-eno, 2,6,6-trimetil-,
1 (1R)-
2 10,919 67919 0,04 Canfeno, Biciclo[2,2,1]heptano, 2,2-dimetil-3-metileno-
3 11,049 | 1783819 1,18 Hexano, 3-metil-4-metileno-2-Etil-3-metil-1-penteno
4 11,552 | 993037 0,66 Biciclo[3,1,1]heptano, 6,6-dimetil-2-metileno-, (15)-
5 11,890 | 88180220 58,30 p-Mirceno

1,2,4-Oxadiazol-5-carboxamida, N-[3-(2-metil-1H-

6 | 12626 2943603 | 195 Iy idaz0l-1-il)propil]-3-[4-(trifluorometil)fenil] -
7 12,658 | 1792363 1,18 beta,-Felandreno, Ciclohexeno, 3-metileno-6-(1-metiletil)-
8 13,050 | 1791098 1,18 2-octeno, 2-metil-6-metileno-2-etil-6-metil-1,5-heptadieno
9 13,758 | 603224 0,40 Ciclohept-4-enol
10 13,912 | 1993433 1,32 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil-
11 14,155 | 10335565 6,83 Acido 4-octendico, éster metilico

15774 | 266195 0.18 AC|_dc_> 5-hepteno!c_:o, acido 2,6-dimetil-2-vinil-,2,6-dimetil-
12 2-vinil-5-heptendico

16,786 | 1012638 0,67 1,6,10-Dodecatrieno, 7,11-dimetil-3-metileno-, (2)- (2)-
13 Jbeta,-Farneseno
14 16,860 | 461681 0,31 0-Menth-8-eno, 1-Isopropenil-2-metilciclohexano

17,001 | 1171179 0.77 ,,Audo 4-(!e.cen0|cc'>, .ester met|I|c’c.>, dec-4-enoato de metila,
15 éster metilico do acido 4-decendico

17147 | 1177383 0.78 Clclohexeno_, 3-(3-metil-1-butenil)-, (E)-3-[(1E)-3-Metil-1-
16 butenil]-1-ciclohexeno

17325 | 308398 0.20 Acido 2,6-octad ienoico, 3,7-dimetil-, éster metilico,
17 geranato de metila
18 17,957 | 902267 0,60 Furano, 3-(4-metil-3-pentenil)-Perileno

18,776 | 1495930 0.99 1,6,10-Dodecatrieno, 7,11-dimetil-3-metileno-, (E)-,beta,-
19 Farneseno
2 19,035 | 253522 0.17 §i7-Nonad|en-2-oI, 4,8-dimetil-4,8-Dimetil-3,7-nonadien-2-

1,6,10-Dodecatrieno, 7,11-dimetil-3-metileno-, (2)-(2)-

21 19,105 | 203631 0,13 ,beta,-Farneseno (ISOMERO )
22 19,502 | 540630 0,36 2,6,10-Dodecatrien-1-ol, alcool 3,7,11-trimetil-farnesilico
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Ciclopropanometanol, 2-metil-2-(4-metil-3-pentenil)-[2-

24 19,717 | 563651 0,37 Metil-2-(4-metil-3-pentenil)ciclopropil] metanol

24 19,793 | 399799 0,26 acido cis-7,10,13,16-docosatetraendico, éster metilico

25 20,470 | 13557178 8,96 Nerolidol

26 21,930 | 616039 0,41 Metil 6,9-octadecadienoato

27 21,979 | 2659478 1,76 Acido 9,12,15-octadecatrienoico, éster metilico, (Z,2,2)-

28 24,155 | 707059 0,47 Ciclohexeno, 1-metil-4-(5-metil-1-metileno-4-hexenil)-, (S)-

2 24350 | 253522 0.17 g,l7-N0nad|en-2-oI, 4,8-dimetil-4,8-Dimetil-3,7-nonadien-2-
1,6,10-Dodecatrieno, 7,11-dimetil-3-metileno-, (2)-(2)-

30 24,605 | 203631 0.13 ,beta,-Farneseno (ISOMERO )

31 25,102 | 540630 0,36 2,6,10-Dodecatrien-1-ol, alcool 3,7,11-trimetil-farnesilico
Ciclopropanometanol, 2-metil-2-(4-metil-3-pentenil)-[2-

32 25,717 | 563651 0,37 Metil-2-(4-metil-3-pentenil)ciclopropil]metanol

Fonte: Proprio autor.

5.1.1 Caracterizaggo fisico-quimica dos biofilmes que incorporam o 0leo essencial de
Lithraea brasiliensis
Os filmes poliméricos com alginato apresentaram-se macroscopicamente
homogéneos, flexiveis, aderentes e sem rachaduras, ja os filmes que continham zeina

aparentaram ser menos flexiveis e com algumas rachaduras. (Figura 11)

Figura 11: (A) CMC — ZN 0,25%, (B) CMC — ZN 0,5% ,(C) CMC — AS 0,25% e (D) CMC — AS 0,5%.

Fonte: Préprio autor.

Com o intuito de investigar a estrutura e possiveis interagdes entre 0s
biopolimeros e o 0Oleo essencial na formulacdo, conduziu-se analises dos materiais
estudados utilizando a espectroscopia na regido do Infravermelho. Na Figura 12 é
apresentado os espectros de FTIR para o Oleo essencial puro e dos seus respectivos
biofilmes. No caso dos filmes biopoliméricos que contém o dleo essencial de Lithraea

brasiliensis, observa-se que a ampla banda de absor¢do entre 3600-3250 cm™ esta
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relacionada com as vibracgdes intra e intermoleculares de -OH (vibragdes de estiramento
OH livre e ligado a H, respectivamente) (JAHED et al., 2017). As bandas de absorcéo
destes sdo correlacionados principalmente aos seus alongamentos O-H presentes na
estrutura do CMC e do biopolimero alginato de sédio (CARPINE et al., 2016).

Nos espectros de FTIR dos biofilmes, é possivel evidenciar de uma forma geral
uma banda na faixa de 1610 a 1520 cm referente ao estiramento assimétrico de COO-
presente na estrutura de todos os biopolimeros empregados no estudo, bem como
compostos pertencentes ao 6leo essencial. Com relacédo aos espectros dos biofilmes a base
de CMC e AS (Figura 12a), é observado bandas mais intensas correspondentes ao alginato
em aproximadamente 1020 cm™ associado a vibracdes de estiramento do grupo C-O
presente na estrutura do polissacarideo, bem como uma nova banda larga em 3317 cm!
atribuida a presenca de hidroxilas, incrementando possiveis ligacdes de hidrogénio entre
ambos o0s biopolimeros. Adicionalmente, ainda que em ambos os biofilmes CMC-AS
preparados apresentam bandas referentes ao 6leo essencial, é possivel evidenciar que a
formulagcdo com maior quantidade de alginato (CMC-AS 0,5) apresenta um conjunto de
sinais associados ao 6leo essencial que pode ser facilmente evidenciados, sugerindo uma
melhor eficiéncia de encapsulagdo nesta formulacdo, o qual pode ser atribuido a uma
melhora do processo de interacdo entre os polimeros, favorecendo assim, a uma maior
retencdo dos compostos do 6leo essencial na rede biopolimérica formada.

Por outro lado, os biofilmes a base de CMC-ZN (Figura 12b) exibem quatro
bandas caracteristicas de proteinas (MAGOSHI et al., 1992; CORRADINI, 2004 ): i)
entre 2900 a 3400 cm™ a qual é relativa aos estiramentos das ligagdes N-H e O-H dos
aminodcidos das proteinas, denominada amida A; ii) em 1659 cm, correspondente ao
estiramento do grupo carbonila (C=0) associada ao grupo peptidico amida I, e; iii) a
banda em 1244 cm é relativa as vibra¢des de deformacéo axial da ligacdo C-N. Por outro
lado, as principais bandas vibracionais do 6leo essencial de Lithraea brasiliensis estdo
presentes nas seguintes nimeros de onda: 895 cm (estiramento C-C); 1600 cm*?
(ressonancia anel aromatico); 1640 cm™® a 1690 cm? (C-0); 1930 cm™ a 2020 cm*
(estiramento —CH). Assim, a presenca de bandas caracteristicas do 6leo essencial

corrobora a encapsulagdo do composto ativo na matriz biopolimérica.
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Figura 12: Espectros FTIR do 6leo essencial e biofilmes de CMC-AS (a) e CMC-Z (b) que
incorporam o Gleo essencial de Lithraea brasiliensis.
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Fonte: Proprio autor

Estudos empregando as técnicas de DSC e TGA/DTG foram conduzidos com o
intuito de avaliar as propriedades térmicas dos materiais sintetizados. Os dados das

analises de DSC sdo apresentados na Figura 13. Para o 6leo essencial puro, é observado
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em torno de 116 °C um pico endotérmico referente a evaporagdo de substancias volateis,
sendo observado nos filmes a base de alginato (CMC-AS, Figura 13a) e zeina (CMC-Z,
Figura 13b) deslocamentos a maiores temperaturas relacionados a este evento, juntamente
com a eliminacao de moléculas de agua e glicerol, sendo apresentado o incremento de até
10 °C no filme CMC-AS 0,5 em comparacdo ao 6leo essencial livre, indicando que a
volatizacdo do composto ativo é desfavorecida com a encapsulagdo na matriz
biopolimérica. O pico endotérmico em 393,6 °C o qual esta relacionado a decomposicao
dos acidos graxos do 6leo essencial, também é deslocado a maiores temperaturas nos
filmes que possuem alginato na sua composicéo (Figura 13a), sendo registrado para este
caso temperaturas de até 405 °C, aproximadamente (SANTOS et al, 2004). Os eventos
em 335,17 e 330,85 °C nos filmes de CMC-AS 0,25 e CMC-AS 0,5, respectivamente, sao
referentes a decomposicao dos biopolimeros. Por outro lado, os eventos registrados nas
temperaturas compreendida entre 200 a 325 °C biofilme de CMC-ZN (Figura 13b),
podem estar associados aos desdobramentos da estrutura tridimensional da proteina ou a

despolimerizacéao parcial das cadeias da zeina.

Figura 13: Curvas de DSC do 0leo essencial e biofilmes de CMC-AS (a) e CMC-ZN
(b) que incorporam o Gleo essencial de Lithraea brasiliensis
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As curvas de TGA e DTG para os biofilmes de CMC combinados com 0,5% de
AS ou ZN que incorporam 0Oleo essencial de Lithraea brasiliensis sdo apresentadas na
Figura 14. De uma forma geral, em temperaturas até 100 °C é observada pela curva de
TGA (Figura 14a), uma primeira perda de massa de 5,7% e 7,0 % para os biofilmes de
CMC-ZN 0,5 e CMC-AS 0,5, respectivamente, as quais estdo relacionadas a eliminacao
de moléculas de agua fisicamente adsorvida, bem como volatilizacdo de compostos de
baixo peso molecular associados ao 6leo essencial e glicerol utilizado como plastificante.
Um segundo evento de perda de massa de até 42,2 % para o filme de CMC-AS 0,5 entre
90 e 210 °C (Figura 14a), com temperatura maxima de decomposicdo registrada pela
curva de DTG (Figura 14b) de 200 °C para ambos os filmes estudados, estd associada
basicamente ao processo de degradagao dos biopolimeros os quais podem ser constituidos
por Varios processos simultaneos como: despolimerizacao, desidratagdo e decomposi¢ao
das unidades glicosidicas da fracdo celulésica e alginica, bem como a liberagdo de acidos
graxos da fracdo proteica zeina, por exemplo (ARAKI et al., 1998). O terceiro evento de
decomposicao termica dos biofilmes é registrado entre 240 e 320 °C, e pode ser atribuido
a oxidacdo e a quebra dos residuos carbonizados para formagédo de produtos gasosos de
baixo peso molecular (ROMAN; WINTER, 2004; TEIXEIRA et al., 2010).

Ainda que ambos os filmes possuem eventos térmicos em temperaturas

semelhantes, é observado que o biofilme de CMC que possui ZN em sua composicao,
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CMC-ZN 0,5, apresenta mais eventos de decomposicdo térmica comparados ao filme
andlogo de CMC-AS, sendo registrado pela analise de DTG um outro evento centrado em
354 °C, o que poderia indicar uma baixa homogeneidade do filme, ou ainda, possivel
presenca de dominios entre os compostos do filme. Ao final do processo de decomposicao
térmica é revelado uma menor porcentagem de residuo carbonizado para o filme CMC-
AS 0,5, (17,5%) em comparagao ao filme CMC-ZN 0,5 (21,7 %), provavelmente devido
a uma maior presenca de compostos volateis encapsulados no filme que contém alginato

na sua Composicao.

Figura 14: Curvas de TGA (a) e DTG (b) obtidas para os biofilmes de CMC-AS 0,5 e
CMC-ZN 0,5 que incorporam o 6leo essencial de Lithraea brasiliensis sob atmosfera de
No.
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A microestrutura dos biofilmes de CMC que possuem 0,5 % de AS ou ZN na sua
composigdo e incorporam o0 Oleo essencial de Lithraea brasiliensis foram reveladas
utilizando a técnica de MEV, onde as micrografias dos filmes sdo apresentadas na Figura
15. No filme de CMC-AS 0,5 contendo o 6leo essencial, apresenta uma superficie externa
relativamente compacta e bastante homogénea (Figura 15a); no entanto, seu corte
transversal (Figura 15b) revela uma superficie rugosa com presenca isolada de alguns
poros, 0 que pode ser causado por goticulas lipidicas incorporadas na matriz homogénea.
Este comportamento é analogo a aqueles observados por Gomez-Guillén et al. (2007), em
filmes de gelatina que incorporam extratos de murtilla, onde é relatado que a incorporacgéo
do extrato modificou a morfologia interna dos filmes tornando a superficie dos mesmos
mais rugosa e irregular quando comparada a dos filmes sem o extrato.

Em contraste, nos filmes carreadores do 0leo essencial que contem ZN em sua
composicao (Figura 15c), € observado a presenca de uma microestrutura de forma circular
irregular, o que poderia caracterizar a presenca de possiveis heterogeneidades no material,
tal como observados por outros autores em filmes que contem zeina (PENA-SERNA;
LOPES FILHO, 2013; LIANG et al., 2015). Tal microestrutura pode ser associada a
agregacao de glébulos de zeina devido a exposicao de superficies hidrofilicas da proteina
em presenca de uma alta concentracdo de carboximetilcelulose e etanol (KIM; XU, 2008).
Também, é reportado que a interacdo de glicerol em regies hidrofilicas de zeina
possivelmente pode facilitar essa agregacdo pelo aumento da viscosidade (PENA-
SERNA; LOPES-FILHO, 2013).

A presenca de heterogeneidade em todo o filme torna-se mais clara ao observar o
seu corte transversal (Figura 15d), onde é facilmente evidenciada a presenca de dominios
globulares, os quais sao caracteristicas da zeina, corroborando assim as diversas etapas
de comportamento térmico observados pela analise de TGA/DTG (Figura 14).
Morfologias semelhantes em filmes que contém esta proteina ja foram amplamente
relatadas na literatura e estdo associadas a natureza hidrofébica desta proteina, uma vez
que a zeina é considerada uma molécula polar em partes especificas, como as regides em
que possui aminoacidos com grupamentos polares, como 0 grupo amino € 0 grupo
carboxila. Entretanto, a natureza hidrofobica das cadeias laterais da zeina sobrepdem-se

as regides polares, tornando a proteina principalmente hidrofdbica.
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Figura 15: Imagens de MEV dos biofilmes de CMC-AS 0,5 (a,b) e CMC-ZN 0,5 (c,d) que

incorporam o 6leo essencial de Lithraea brasiliensis.
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Fonte: Proprio autor.

A taxa de transmissdo a vapores de dgua (TVA) é uma analise importante para
filmes com vistas a aplicacdo em biomedicina, desde que € uma propriedade importante
para o desenvolvimento de curativos, pois garante a realizacéo de trocas de vapores entre
o meio interno (ferida) e o externo, proporcionando que a lesdo ndo fiqgue completamente
vedada com a utilizacdo do curativo, propiciando um ambiente em condi¢cdes melhores
para a cicatrizacdo. As medidas de TVA realizadas em triplicata para todas as amostras,
foi calculada através da inclinacdo da curva peso x tempo, que é relativa a quantidade em
massa de umidade permeada pelo filme e absorvida pela silica gel no periodo de 20 h,
onde os resultados sdo representados na Figura 16.

De forma geral, observa-se que a presenca de diferentes concentracdes de alginato
no filme de CMC néo interfere na TVA revelando uma taxa fixa de 0,3 mg h** cm para
ambos os filmes estudados. No entanto, estes valores sdo consideravelmente mais baixos
quando comparados a aqueles analogos que possuem zeina em sua COmMpOSicao,
apresentando neste Gltimo caso valores de 0,7 € 0,6 mg h* cm para os filmes CMC-ZN

0,25 e CMC-ZN 0,5, respectivamente. Desde que a TVA depende do namero de grupos
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-OH disponiveis no material (LI et al., 2008), e como observado pelas analises de FTIR
(Figura 12a), sugere-se que os filmes de CMC-AS possui maiores possibilidades de
interacOes entre 0os componentes do filme envolvendo agrupamentos hidroxila, tal como
ligacOes de hidrogénio, por exemplo, e que causaria um bloqueio desses grupos para
interacdes com vapores de agua, refletindo diretamente nos valores de TVA. No entanto,
os filmes contendo zeina apresentaram maiores valores de TVA que 0s que continham
alginato, possivelmente devido a desuniformidade das particulas na matriz causadas pela
presenca de grupos hidrofébicos da proteina, favorecendo disponibilidade de grupos mais
hidrofilicos na superficie do filme, aumentando a difusdo de vapores de agua. Resultado
analogo também foi reportado por Gontard et al. (1994), Batista (2004), Villalobos et al.
(2005) e Sztuka, Kotodziejska (2009), onde € discutido que a heterogeneidade na
dispersdo dos componentes na matriz polimerica favorece a migracdo da umidade,

fazendo estes biofilmes mais permeaveis aos vapores de agua.

Figura 16: Taxa de transmissdo de vapores de agua dos biofilmes estudados.
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Fonte: Préprio autor
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Outro parametro estudado foi o percentual de solubilidade dos mesmos em
solucdes tampdes de pH os quais simulam exsudados de feridas e pH da pele. De acordo
com dados sumarizados na tabela 3, os filmes de CMC que possuem alginato,
apresentaram maior percentual de solubilidade em pH &cido, muito provavelmente a
sensibilidade do filme a componentes da solucdo PBS. Ja os filmes com zeina tiveram
maior percentual de solubilidade em pH mais proxima ao neutro (6,8), o qual pode estar
relacionado principalmente pela alta reatividade quimica da proteina que sdo
determinadas pela presenca de seus grupos funcionais. No entanto, cabe destacar que
esses resultados podem sofrer influéncia do 6leo essencial na formulacdo, que podem
ocasionar heterogeneidades e falhas tal como reveladas por MEV (Figura 15), as quais

podem favorecer a desintegracdo do filme.

Tabela 3. Percentual de solubilidade dos filmes

Filme Solubilidade (%)

pH 4,6 pH 5,2 pH 6.8

CMC-AS 0,5% 94,77% 85,13% 84,37%
CMC-AS 0,25% 96,39% 88,29% 87,21%
CMC-ZN 0,5% 85,37% 85,58% 95,40%
CMC-ZN 0,25% 82,79% 88,82% 97,66%

Fonte: Proprio autor

5.2 Teste de hemdlise com eritrocitos de carneiro

Foi avaliado o efeito citotoxico do alginato e zeina reticulados com o6leo de L.
brasiliensis em eritrdcitos de carneiro, por meio do ensaio in vitro da atividade hemolitica.
Foi observada baixa atividade hemolitica dos filmes de alginato reticulados com OLB,
entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os filmes de alginato com ou sem a
presenca do oleo. Ao analisar os filmes de zeina, em ambas as concentragdes o percentual
hemolitico foi maior nos filmes que ndo continham o 6leo. Quando comparadas as
membranas testadas com o controle positivo (Triton-x) a porcentagem de hemdlise foi
baixa (Figura 17).
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Figura 17: Percentual de hemdlise dos biofilmes de alginato e zeina em eritrdcitos de
carneiro. A porcentagem de hemolise foi avaliada em varias concentragdes de alginato e
zeina, incorporados ou ndo com 6leo de L. brasiliensis em eritrocitos de carneiro. Os
resultados correspondem a (médias + SD) de amostras individuais testadas em triplicata.
(*) p<0,05, em comparacdo ao controle positivo (Triton x-100 a 1%).
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Fonte: Proprio autor.

Foi observado que a membrana de alginato e zeina contendo o 6leo foram
consideradas hemoliticas, segundo a norma ASTM F756-00, que classifica como
hemolise um indice igual ou superior a 5%. Entretanto, a depender da finalidade de
utilizacdo do polimero, segundo Filho (2019), se utilizados como curativo em feridas,
esses indices de hemdlise ndo limitariam sua aplicacdo, uma vez que os proprios curativos
comerciais apresentam alto indice de atividade hemolitica.

Sobre a hemocompatibilidade, estudos realizados com outros tipos de polimeros
sugerem que devido a interacdo de grupos amino livres com as proteinas sanguineas,
podem desencadear uma resposta trombogénica ou hemolitica (BALAN; VERESTIUC,
2014; SOCRATES et al., 2019).

Quanto aos filmes CMC-AS 0,25% e CMC-ZN 0,25%, os que foram incorporados
0 6leo apresentarem menor atividade hemolitica, dessa forma pode-se entender que o 6leo
pode ter conferido protecao aos eritrdcitos, pois foi observado uma citotoxicidade inferior
a 5%, quando testado isolado. Resultados semelhantes também foram encontrados no
estudo de Assenco (2022), ao testar concentracdes de 50 a 0,39 ug/mL de 6leo de L.

brasiliensis em eritrécitos de carneiro.
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5.3 Ensaio de citotoxicidade em células RAW-264.7

Foi avaliado o efeito citotoxico dos filmes em células de linhagem RAW, através
do ensaio in vitro. Houve menor citotoxicidade no éleo testado puro (5,95 pg/mL)
guando comparado com o controle positivo (DMSQ). Ao analisar a citotoxicidade dos
filmes, os resultados evidenciaram que houve menor citotoxicidade nos filmes de zeina

incorporados com o 6leo (0,5 — 0,25 mg/mL) (Figura 18).

Figura 18: Percentual de citotoxicidade dos filmes de alginato e zeina em células RAW. A
citotoxicidade foi avaliada em concentragdes de Alginato (0,5 — 0,25 mg/mL) e Zeina (0,5 - 0,25
mg/mL), incorporados ou ndo com oOleo de L. brasiliensis em células de linhagem RAW. Os
resultados correspondem a (médias + SD) de amostras individuais testadas em triplicata. (*)
p<0,05, em comparagdo com o controle positivo (DMSO).
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De acordo com a norma da 1SO 10993 é considerado citotoxico quando ocorre a
reducdo de 70% da viabilidade, em relacdo ao controle, assim todas as amostras testadas
neste experimento foram consideradas biocompativeis.

Outro fato importante sobre a diminui¢do da citotoxicidade pode ser explicado
pela presenca dos biopolimeros em sua composicdo, que com suas redes poliméricas
podem gerar uma acgdo protetiva as células. Destaca-se que fatores como a composicao
quimica do Oleo essencial estudados e o tipo de reagente e solvente utilizado para

producdo dos filmes, possivelmente podem ter influenciado na sua toxicidade.

5.4 Avaliagdo da atividade em promastigotas de L. amazonensis
Também foi avaliada a atividade Leishmanicida dos biofilmes de alginato e zeina
sobre promastigotas de L. amazonensis. Os biofilmes de alginato e zeina incorporados

com 6leo essencial apresentaram maior atividade nas concentracdes de 0,5 mg, sendo o
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filme de zeina semelhante ao controle positivo na concentracdo (anfotericina B) de 10

Hg/mL e ao 6leo essencial sozinho (5,95 pug/ml) (Figura 19).

Figura 19. Citotoxicidade dos biofilmes de Alginato e Zeina em promastigotas L.
amazonensis. Foi avaliada a citotoxicidade em vérias concentracfes de Alginato (0,5 —
0,25 mg/mL) e Zeina (0,5 — 0,25 mg/mL), incorporados ou ndao com Oleo de L.
brasiliensis. Os resultados correspondem a (médias £ SD) de amostras individuais
testadas em triplicata. (*) p<0,05, em comparacdo com o 6leo sozinho; (#) p<0,05
comparado com o controle positivo (anfotericina B).
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A acdo leishmanicida pode estar associada a incorporacdo do 6leo em sua
composic¢do. Em estudo realizado por Assenco (2022), o 6leo de L. brasiliensis inibiu o
crescimento in vitro de promastigota de L. amazonensis nas concentracdes de 1000 — 62,5
ug/mL, apresentando um efeito dose dependente.

Quanto a diminuicdo do efeito das membranas, acredita-se que esta relacionada a
liberacdo controlada do 6leo que €é proporcionada pelas membranas, dessa forma, esses
polimeros podem ser classificados como potenciais terapéuticas para o tratamento tépico
de leishmaniose, uma vez que a utilizagdo de curativos com transporte de farmacos
diminui a necessidade de frequéncias desses e evitam a alta concentra¢do da droga no
organismo, tendendo a manté-la no nivel terapéutico (BOATENG; CATANZANO,
2015). Muitos curativos modernos apresentam essas propriedades de liberacdo de
farmacos de maneira controlada, podendo ser aplicados, para isso, na forma de filmes,
géis, espumas ou scaffolds (BOATENG et al., 2008).

Segundo Gholipourmalekabadi et al. (2019) um curativo ativo controla a interagao
entre a ferida e farmacos ou moléculas sinalizadoras presentes e tem como propriedade a
liberagdo sistematica, durante determinado tempo e taxa, de drogas em um local de acéo.

Esse tipo de sistema possibilita propriedades excepcionais de liberagdo de drogas, acdo
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sitio-especifica e capacidade de carreacdo de farmacos com estabilidades fisica, quimica

e térmica.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foram obtidos com sucesso biofilmes a base de
carboximetilcelulose combinados com alginato de sddio ou zeina que incorporam com
6leo essencial de Lithraea brasiliensis, onde os filmes receberam diferentes proporcdes
dos biopolimeros.

Os biofilmes foram obtidos a partir da técnica de Solvent casting. A caracterizacao
visual evidenciou que os filmes de alginato foram em sua maioria homogéneos, flexiveis,
e sem rachaduras. No entanto, os filmes de zeina apresentaram ser mais rugosos,
possivelmente por conta de sua morfologia de agregacédo de globulos.

Os espectros de FTIR demonstrou que a existéncia de bandas caracteristicas do
6leo essencial que também se fazem presentes no espectro dos filmes sintetizados,
comprovam o encapsulamento dos compostos ativos nas matrizes biopoliméricas dos
filmes.

As analises térmicas permitiram entender como a estabilidade dos filmes se
comportou frente ao processo de incorporacdo do 6leo essencial. Percebe-se que houve
um aumento da estabilidade térmica dos compostos ativos. Esse comportamento pode ser
confirmado a partir do grafico das curvas de DSC que demonstrou 0 aumento progressivo
dos parametros dos eventos térmicos do material.

A partir da analise das micrografias eletrénicas de transmissdo dos filmes, foi
possivel constatar que a juncdo dos biopolimeros gerou materiais sem fissuras e
compactos, principalmente nos filmes com alginato. Além disso, a semelhanca entre as
micrografias das superficies dos filmes puros encontrados na literatura e incorporados
com o Oleo essencial permite concluir que a presenca do mesmo ndo interferiu
significativamente na morfologia da superficie dos materiais, salvo o aparecimento de
algumas regides lipidicas de concentracao do 6leo.

Os filmes incorporados ao 6leo essencial dos frutos de Lithraea brasiliensis
apresentaram baixa toxicidade para as células de linhagem RAW e eritrocitos de carneiro.
Além de possuir atividade anti-promastigota contra os parasitos das espécies de
Leishmania amazonensis.

Os filmes que continham alginato demonstraram melhores resultados com as

analises feitas que em comparacdo com os de zeina, principalmente em relacdo a
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encapsulamento do 6leo, melhoramento da resisténcia térmica e ensaios biolégicos como
acdo leishmanicida apresentando uma liberacdo mais controlada do dleo essencial,
formando materiais com aplicacbes promissoras nos seguimentos do estudo de

nanotecnologia, matérias e farmacéutico.
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