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(57) Resumo: A invencao refere-se ao processo de obtencéo de filmes de quitosana com um derivado de N-acilidrazénico, de
nomenclatura N?-((1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19), para aplicagdes na saude e/ou animal. A subunidade
N-acilidrazénico baseia-se em um fragmento de carater privilegiado, como atividade antiinflamatéria. Assim, a presente invengao
é uma associagdo da JR19 com o polimero de quitosana para formacédo de filmes, com o objetivo de promover uma nova
proposta farmacoterapéutica para o tratamento de les6es cutaneas.
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“FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM DERIVADO N-
ACLIDRAZONICO PARA O TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM
HUMANOS E/OU ANIMAL”

[001] A presente invencéao refere-se a producéo de filme de quitosana
contendo um derivado N-acilidrazénico, de nomenclatura N’-((1H-indol-3yl)
metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19), com estrutura quimica descrita na
Figura 1, para aplicacdo farmacologica topica. Em virtude da necessidade de
novas propostas farmacoterapéuticas em lesdes cutaneas, este derivado
surge como uma importante classe de compostos quimicos e sintéticos que
apresentam pronunciadas propriedades biolégicas anti-inflamatérias. Com
isso, 0 sinergismo da atividade farmacoldgica da JR19 com as propriedades
da quitosana, podem representar um sistema promissor no tratamento de
inflamac0des toépicas e potencializar a biodisponibilidade farmacolégica, re-
presentando segurancga e conforto de aplicacdo para o tratamento destas in-
flamacoes.

[002] Apesar da variedade de curativos jA comercializados, destinados
para a regeneracdo de feridas, ndo ha um produto existente que vai ao en-
contro de um curativo ideal, visto que a escolha do produto depende de va-
rios fatores, como, condicdo do paciente, tipo da ferida e estagio da lesédo
(MOURA et al., 2013).

[003] Além disso, sabe-se que para realizar o tratamento das condicdes
inflamatorias, utilizam-se na maioria dos casos, os anti-inflamatorios néo es-
teroidas (AINES), por ser a classe terapéutica mais prescrita pelos médicos.
Estes AINEs exercem farmacologicamente por via de inibicdo das cicloxige-
nases (COX- 1 e COX-2), as quais sédo 0s principais responsaveis por gerar
efeitos clinicos indesejaveis, em especial nos compartimentos da regido trato
gastrointestinais e nos rins (CRISTINA et al., 2018; KROKOS et al., 2018;
LALLANA et al., 2018).
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Deste modo, existe uma necessidade real por materiais que possam acele-
rar o processo de cicatrizacdo, além de propiciar uma maior seguranca ao
paciente.

[004] Os avancos mais recentes utilizados para tratar as lesdes de pe-
le, estéo relacionados ao uso de materiais com atividade biolégica que auxi-
liam o processo de cicatrizacdo do tecido danificado, melhorando assim a
aparéncia e funcionalidade do 6rgdo (MUZZARELLI, 2009).

[005] Neste contexto, a quitosana, um polimero natural formado por
unidades B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e produto do processo
de desacetilacdo parcial da quitina, vem sendo utilizado no desenvolvimento
destes novos curativos (SILVA; FIDELES; FOOK, 2015; DIAS et al., 2013;
YUDANOVA; RESHETOV, 2006).

[006] Estudos sobre filmes com propriedades cicatrizantes viabilizaram
o desenvolvimento destes, como dispositivos de liberacdo controlada de
farmacos, visto que os mesmos oferecem vantagens sobre outras formas
farmacéuticas, tais como o aumento da biodisponibilidade oral e da area su-
perficial (PEREIRINHA et al., 2014).

[007] Algumas patentes que utilizam biofilmes ja foram depositadas a
exemplo da PI BR 10 2014 023575 2 A2, que se refere a um filme com pro-
priedades cicatrizantes a partir de biopolimeros com adi¢do de Ximenia ame-
ricana L, para tratamento de feridas; e a BR 10 2016 017854 1 A2 que trata
do desenvolvimento de filmes poliméricos com 6leo de copaiba e sua mi-
croemulsdo para aplicacdo anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana. A
patente de invencdo WO 2016/079246 Al que se refere a um filme bioadesi-
Vo, especialmente, adequado a aplicagdo na cavidade bucal que compreen-
dem um polimero formador de pelicula, uma substancia bioadesiva e, opcio-

nalmente, uma substancia farmacologica.
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[008] O uso da quitosana também ja foi descrito em documentos de pa-
tentes, como na Pl BR 11 2018 013105 9 A2, que descreve composicdes
gue contém quitosana tratada, quitosana modificada e/ou quitosana modifi-
cada e tratada para uso em formulagfes para pele, cabelos e unhas, e mé-
todos para reduzir a irritacdo e inflamacéo da pele induzida por agente tépi-
co.

[009] A presente invencéo descreve o desenvolvimento e caracteriza-
cdo de filmes poliméricos de QTS incorporados com JR19, molécula esta,
considerada uma estrutura privilegiada, por apresentar carater inovador e
promissor, devido a sua atividade anti-inflamatoria in vitro (Apolinario 2016).
Desta forma, a associagcdo desses dois constituintes, apresentam uma nova
proposta farmacoterapéutica para tratar doencas inflamatorias por via topica
em humanos e/ou animais.

[010] A utilizacdo de filmes depende da etapa de neutralizacdo para
obtencdo de filmes atéxicos. No presente invento, ndo se fez necessério a
etapa de neutralizacdo, tornando-se a método técnica mais rapida e barata.
Os filmes desenvolvidos, ndo apresentaram toxicidade, conforme resultado
confirmado pela analise de citotoxicidade in vitro pelo método de difusdo em
agar.

[011] A caracterizacdo da presente invencdo pode ser descrita pelo
desenvolvimento dos filmes de quitosana e quitosana+JR19, descrito abaixo:

[012] Os filmes de quitosana foram desenvolvidos a partir da dissolu-
cdo do polimero em solucao de acido acético (1% v/v), sob agitacdo magné-
tica, por um periodo de 24 horas. Em seguida, a solucdo resultante foi verti-

da em placas de Petri com diametro de 5,5 cm, em um volume de 5 mL.
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[013] Para o desenvolvimento dos filmes incorporados com a JR19, a
guantidade adicionada da molécula foi baseada em calculos utilizando a
area de superficie da lesdo (Equacéo 1) e o peso dos animais, de forma que
a dose final seja proporcional a de 20 mg/Kg, concentracdo que apresentou
atividade anti-inflamatéria oral in vivo e atoxicidade aguda em camundongos,
segundo Apolinario (2016). Através dos calculos foi definido 8,6 mg do far-
maco para cada 5 mL da solugcédo de quitosana. Em seguida, a molécula foi
dissolvida em 5 mL de solucdo de quitosana, sob agitacdo magnética, para
gue ocorresse sua total homogeneizacdo. Para ambas as solucfes (com e
sem incorporacdo da JR19) a secagem foi realizada na estufa com circula-
cdo de ar a 50°C, por um periodo de 24 horas.

[014] Equacao 1.

A=mxr (1)

Onde: A= area da superficie da lesdo
m=3,14

r = raio da area superficial da lesao

[015] Com o desenvolvimento dos filmes de quitosana e quitosa-
na+JR19, podemos observar na figura 2 os filmes obtidos pela metodologia
descrita, apresentando macroscopicamente, aspecto homogéneo, caracte-
risticas de elasticidades e flexibilidade. Os filmes de QTS mostraram-se in-
color, enquanto que os que continham a molécula apresentaram coloracéo
amarelada, o que faz disso um indicativo da incorporacdo da mesma na ma-
triz polimérica, visto que a cor da molécula em pé assemelhou-se ao do fil-
me.

[016] A caracterizacao fisico-quimica desse sistema é de extrema im-
portancia, pois fornece o maior numero de informag8es sobre o produto obti-
do.
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As caracterizacoes realizadas foram: ensaio de resisténcia ao dobramento,
ensaio de tracdo, grau de intumescimento (Gl), molhabilidade por medidas
do angulo de contato, microscopia 6ptica (MO), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), anali-
se térmica por meio da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termo-
gravimetria (TG) e sua derivada (DTG), espectroscopia na regidao do infra-
vermelho com transformada de Fourier (FTIR), difragdo de raios-X (DRX) e
avaliacao in vitro da citotoxicidade por difusdo em agar.

[017] Exemplo 01. Resisténcia ao Dobramento.

[018] Uma forma de avaliar a viabilidade de aplicacao de filmes para o
desenvolvimento de curativos é verificar sua flexibilidade, através das anali-
ses de resisténcia mecanica a tragdo (Mpa) e deformagao (%) (SASIKALA;
DURAI; RATHINAMOORTHY, 2013). De acordo com Kouchak, Handali e Bo-
roujeni (2015) e Bano et al. (2014) filmes poliméricos que apresentam menor
grau de deformacéo e valores razoaveis de resisténcia a tracdo, sdo suges-
tivos de terem elevado potencial em aplicacdes médicas. Através da analise,
verificou-se que para os filmes que continham a JR19, a espessura foi au-

mentada, conforme a Figura 3.

[019] Exemplo 02. Grau de Intumescimento (Gl)

[020] Um curativo ideal deve absorver os fluidos biolégicos presente
na lesdo cutanea enquanto o mesmo € aplicado, mantendo um ambiente
umido na regido da ferida. A capacidade de absorcdo de agua € um fator im-
portante para determinacdo dos componentes utilizados para o desenvolvi-
mento do curativo, a qual possibilita a prevencdo da desidratacéo tecidual,
inibicdo do crescimento de microrganismos e protecdo a maceracao da feri-
da (PANDIMA DEVI et al., 2012). Desta forma, de acordo os perfis de Gl
(FIGURA 4) dos filmes analisados, sugere-se que a molécula forneceu o
aumento da capacidade de absor¢édo do liquido em estudo, tonando-se um
material atrativo para o desenvolvimento de sistemas que venha a absorver

fluidos biologicos, como € o caso da producao de futuros curativos.
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[021] Exemplo 03. Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato

[022] A técnica é fundamentada na medida do angulo de contato da
gota, o qual avalia as caracteristicas de hidrofilicidade e hidrofobicidade do
material em estudo. A Figura 5 ilustra os valores de molhabilidade dos filmes
de QTS e QTS+JR19.

[023] Tais resultados revelam que a molécula JR19 quando associada
com a QTS na forma de filme, promove modificacdes benéficas nas caracte-
risticas fisico-quimicas do compd@sito e consequentemente em suas proprie-
dades mecanicas, tornando-as atrativas para industria farmacéutica no ambi-
to de desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos, em es-
pecial para tratar lesbes cutaneas.

[024] Exemplo 04. Espectroscopia na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

[025] A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
foi usada como técnica complementar para auxiliar na pesquisa de possiveis
interagBes quimicas entre a molécula JR19 e a QTS. A Figura 6 e Tabela 1
mostram os resultados das principais bandas observadas nos espectros de
FTIR dos componentes estudados, e confirma a presenca dos principais
grupos funcionais da molécula em associacdo com a quitosana, na forma de

filme.

[026] Tabela 1 — Principais bandas observadas nos espectros de FTIR

das amostras.

Amostras O-H N-H CH

(o]
111
Z
(@)

=0 NH, C-OH C-O-C Aromatico

JR19 - 3280 2959 2264 1667 - - - 741
QTS 3323 3323 2879 - 1650 1594 1062 1020 -
CHI+JR19 3281 3281 2962 2266 1677 - - - 749
Filme QTS 3272 3272 2863 - 1636 1541 1070 1018 -
Filme
3265 3265 2904 2279 1667 1539 1058 1020 741
QTS+JR19

Fonte: dados da pesquisa.
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[027] Exemplo 05. Ensaio de citotoxicidade in vitro — Método de Difu-
s&o em Agar.

[028] A metodologia empregada nesta analise promoveu uma avalia-
cdo quantitativa, através da medicdo da extensdo em milimetros do halo
formado e uma analise qualitativa por meio da verificacdo da presenca ou
auséncia da coloracao celular pela acdo do vermelho neutro. Através das
analises realizadas neste estudo in vitro pdde-se constatar a atoxicidade ce-
lular dos filmes de QTS e QTS+JR19, visto que, os filmes desenvolvidos
apresentaram viabilidade celular, respaldando assim, biocompatibilidade e
seguranca do mesmo em futuros estudos in vivo, conforme Figuras 6 e 7.

[029] DESCRICAO DAS FIGURAS:

Figura 1 — Estrutura quimica da N*-(1H-indol-3yl) metileno-2-
cianoacetrohidrazida (JR19).

Figura 2 — Registros fotograficos do filme de QTS e filme de QTS+JR19.
Figura 3 — Registros fotogréaficos do filme de QTS (com fissura) e filme de
QTS+JR19 (sem fissura) apos 300 dobragens.

Figura 4 — Grafico com os valores referente ao Gl (%) dos filmes de QTS e
QTS+J1R9, nos tempos de 1, 2, 3 e 24 horas.

Figura 5 — Gréfico com os valores referente a molhabilidade por Medida de

Angulo de Contato das amostras analisadas.

Figura 6 — Espectro de Espectroscopia na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR) das amostras.

Figura 7 — Fotomicrografias nos aumentos de 4x, 10x e 20x dos controles
negativos e positivos, revelando a auséncia de descoramento e descora-

mento ao redor e sob as amostras, respectivamente.

Figura 8 — Fotomicrografias nos aumentos de 4x, 10x e 20x dos filmes de
QTS e QTS+JR19, revelando a auséncia de descoramento ao redor e sob

as amostras.
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REIVINDICACOES

1. “FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM DERIVADO N-ACLIDRAZONICO
PARA O TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM HUMANOS E/OU
ANIMAL”, caracterizada por apresentar em sua composi¢cdo uma quantidade
eficaz de quitosana contendo um derivado N-acilidrazdnico, de nomenclatura N’-
((1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19).

2. “FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM DERIVADO N-ACLIDRAZONICO
PARA O TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM HUMANOS E/OU
ANIMAL”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por ser um filme
apresentando uma quantidade eficaz de quitosana, 50 mg para cada filme de 5,5
cm de diametro, contendo 8,6 mg de um derivado N-acilidrazonico, de
nomenclatura N’-((1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19) dotado

de atividade anti-inflamatoria e cicatrizante.

3. “FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM DERIVADO N-ACLIDRAZONICO
PARA O TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM HUMANOS E/OU
ANIMAL”, de acordo com as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado por
compreender quaisquer umas das seguintes formas de apresentacao: filme,
pelicula, membrana, géis, creme, pomadas, microemulsdes e nanoemulsdes

para tratamento ou profilaxia de patologias inflamatdrias agudas ou crénicas.

4. “PROCESSO DE OBTEN(}AO DE FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM
DERIVADO N-ACLIDRAZONICO PARA O TRATAMENTO DE LESOES
CUTANEAS EM HUMANOS E/OU ANIMAL?”, caracterizado por apresentar as
seguintes etapas:

a. Os filmes de quitosana foram desenvolvidos a partir da dissolugcéo do polimero

em solucéo de acido acético (1% v/v), sob agitacdo magnética, por um periodo de

24 horas.

b. A solucéo resultante foi vertida em placas de Petri com diametro de 5,5 cm, em

um volume de 5 mL;

c. A quantidade da molécula de JR19 adicionada foi baseada em calculos

utilizando a area de superficie da lesédo e o peso dos animais, de forma que a dose

final seja proporcional a de 20 mg/Kg;
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d. Foi adicionado a quantidade de 8,6 mg da molécula do JR19 para cada 5 mL da
solugéo de quitosana,

e. A molécula foi dissolvida em 5 mL de solucdo de quitosana, sob agitacdo
magneética, para que ocorresse sua total homogeneizacéo. A secagem foi realizada

na estufa com circulagéo de ar a 50°C, por um periodo de 24 horas.
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FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 8
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“FILMES DE QUITOSANA CONTENDO UM DERIVADO N-ACLIDRAZONICO PARA O
TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM HUMANOS E/OU ANIMAL ”

A invencéo refere-se ao processo de obtencéo de filmes de quitosana com um derivado
de N-acilidrazénico, de nomenclatura N’-((1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida
(JR19), para aplicacdes na saude e/ou animal. A subunidade N-acilidrazénico baseia-se
em um fragmento de carater privilegiado, como atividade antiinflamatéria. Assim, a
presente invencdo € uma associacdo da JR19 com o polimero de quitosana para
formacéo de filmes, com o objetivo de promover uma nova proposta farmacoterapéutica
para o tratamento de lesdes cutaneas.
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