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RESUMO 

CARRA, Jéssica Bassetto. Desenvolvimento de filmes poliméricos bioadesivos e 
avaliação da qualidade, eficácia e segurança da forma farmacêutica. 2023. 140 f. 
Tese (Doutorado em Química) – Centro de Ciências Exatas, Universidade Estadual 
de Londrina, Londrina, 2023. 

O herpes e a acne são doenças causadas por microrganismos, vírus e bactéria, 

respectivamente, e atingem milhares de pessoas no mundo. Os tratamentos utilizados 

em ambas as enfermidades selecionam cepas resistentes. Assim, torna-se necessário 

buscar tratamentos alternativos, como os estudos de princípios ativos de origem 

natural: compostos isolados de plantas, como a quercetina, que possui atividade 

antiviral; e os biossurfactantes produzidos por bactérias, como os ramnolipídeos, que 

apresentam atividade antimicrobiana. Esses agentes ativos podem ser incorporados 

em dispersões percursoras de filmes poliméricos, que são formas farmacêuticas 

biocompatíveis com a pele, que podem possuir menor risco de irritação e são 

bioadesivos. Desta forma, mantém o agente ativo por mais tempo no local de liberação 

e não precisam ser reaplicados com a mesma frequência de outros tipos de 

formulações. O presente trabalho teve como objetivos desenvolver filmes poliméricos 

bioadesivos contendo quercetina para serem utilizados como produtos anti-herpéticos 

e, filmes poliméricos bioadesivos contendo ramnolipídeos com ação antiacne e, 

avaliar a qualidade, eficácia e segurança das formas farmacêuticas. A quercetina, na 

forma livre, foi avaliada quanto a citotoxicidade e atividade anti-herpética e os 

resultados mostraram que esse agente ativo possui atividade antiviral em 

concentrações baixas e atóxicas. Foram desenvolvidas quinze formulações e com 

base nas propriedades mecânicas (força de bioadesão e resistência à dobra), 

liberação da quercetina, variação de massa da formulação e dosagem da quercetina, 

a formulação n° 8 foi escolhida e caracterizada físico-quimicamente; também se 

realizou o estudo da estabilidade acelerada do filme polimérico. Essas formulações 

apresentaram aspecto homogêneo; propriedades mecânicas elásticas, pH 

semelhante ao da pele humana, bioadesividade, liberaram o agente ativo e foram 

estáveis físico-quimicamente. Realizou-se também os estudos de citotoxicidade e 

atividade antiviral in vivo, que mostrou que o filme polimérico contendo quercetina é 

promissor e seguro no tratamento dos processos inflamatórios causados pelo vírus 



 
 
HSV-1. Os ramnolipídeos, na forma livre, possuem grande potencial para serem 

utilizados no tratamento da acne por apresentarem atividade antimicrobiana contra o 

Cutibacterium acnes em concentrações baixas e seguras, demonstradas pelos 

ensaios de concentração inibitória mínima, concentração bactericida mínima e 

hemólise. Foram obtidos quatro filmes com diferentes concentrações de 

ramnolipídeos que foram avaliados quanto ao aspecto visual, variação de massa, 

espessura, densidade, solubilidade, pH, transmissão de vapor de água, propriedades 

mecânicas (resistência à dobra, força de bioadesão, módulo de Young, resistência à 

tração e alongamento na ruptura), microscopia eletrônica de varredura e 

infravermelho. Os resultados mostraram que essas formulações apresentaram 

aspecto homogêneo; propriedades mecânicas elásticas; pH semelhante ao da pele 

humana e bioadesividade. Os filmes poliméricos contendo ramnolipídeos foram 

eficazes frente ao C. acnes, no ensaio in vitro, nas três concentrações testadas (0,1; 

0,2 e 0,3%, m/m), sendo o filme de maior concentração (0,3%, m/m), o mais favorável, 

por apresentar maior atividade antimicrobiana. Dessa forma, os filmes poliméricos 

obtidos nessa pesquisa são formas farmacêuticas promissoras para serem utilizadas 

nos respectivos tratamentos estudados, podendo se obter bioprodutos eficazes e 

seguros, que, no futuro, possam ser comercializados. 

 
 
Palavras-chave: biossurfactante; flavonoide; formulação; planejamento fatorial; 
propriedades mecânicas. 
 



 
 

ABSTRACT 

CARRA, Jéssica Bassetto. Development of bioadhesive polymeric films and 
evaluation of the quality, efficacy, and safety of the pharmaceutical form. 2023. 
140 p. Thesis (Doctorate in Chemistry) – Center for Exact Sciences, State University 
of Londrina, Londrina, 2023. 

Herpes and acne are diseases caused by microorganisms, viruses, and bacteria, 

respectively, and affect thousands of people worldwide. The treatments used in both 

diseases select resistant strains. Thus, it becomes necessary to seek alternative 

treatments, such as studies of active principles of natural origin: compounds isolated 

from plants, such as quercetin, which has antiviral activity; and biosurfactants 

produced by bacteria, such as rhamnolipids, which have antimicrobial activity. These 

actives agents can be incorporated into precursor dispersions of polymeric films, which 

are pharmaceutical forms that are biocompatible with the skin, may have a lower risk 

of irritation, and are bioadhesive. In this way, it keeps the active agent longer at the 

release site and does not need to be reapplied with the same frequency as other types 

of formulations. The present work aimed to develop bioadhesive polymeric films 

containing quercetin to be used as antiherpetic products, and bioadhesive polymeric 

films containing rhamnolipids with antiacne action, and to evaluate the quality, efficacy, 

and safety of pharmaceutical forms. Quercetin, in free form, was evaluated for 

cytotoxicity and antiherpetic activity and the results showed that this active agent has 

antiviral activity at low, nontoxic concentrations. Fifteen formulations were developed 

and based on the mechanical properties (bioadhesion strength and folding endurance), 

quercetin release, formulation mass variation, and quercetin dosage, formulation n° 8 

was chosen and characterized physicochemically; the study of the accelerated stability 

of the polymeric film was also carried out. These formulations presented a 

homogeneous aspect; elastic mechanical properties, pH similar to human skin, 

bioadhesiveness, released the active agent, and physicochemically stability. 

Cytotoxicity and in vivo antiviral activity studies were also carried out, which showed 

that the polymeric film containing quercetin is promising and safe in the treatment of 

inflammatory processes caused by the HSV-1 virus. Rhamnolipids, in free form, have 

great potential to be used in the treatment of acne because they have antimicrobial 

activity against Cutibacterium acnes at low and safe concentrations, demonstrated by 



 
 
the minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration, and 

hemolysis assays. Four films with different concentrations of rhamnolipids were 

obtained and evaluated for visual appearance, mass variation, thickness, density, 

solubility, pH, water vapor transmission, mechanical properties (folding endurance, 

bioadhesion strength, Young's modulus, tensile strength, and elongation at break), 

scanning electron microscopy and infrared. The results showed that these formulations 

had a homogeneous appearance; elastic mechanical properties; pH similar to human 

skin and bioadhesiveness. Polymeric films containing rhamnolipids were effective 

against C. acnes, in the in vitro assay, at the three concentrations tested (0.1; 0.2, and 

0.3%, m/m), with the film having the highest concentration (0.3%, m/m), the most 

favorable, as it has greater antimicrobial activity. Thus, the polymeric films obtained in 

this research are promising pharmaceutical forms to be used in the respective 

treatments studied, with the possibility of obtaining effective and safe bioproducts, 

which, in the future, can be commercialized. 

 
 
Key-words: biosurfactant; flavonoid; formulation; factorial design; mechanical 
properties. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

O herpes e a acne são doenças causadas por microrganismos e 

atingem milhares de pessoas no mundo. O herpes é causada pelo vírus, HSV-1, que 

causa feridas, dor, queimação, coceira, febre e dor de cabeça (DEMIR et al., 2020); 

enquanto a acne é causada por bactéria, Cutibacterium acnes (C. acnes, 

anteriormente Propionibacterium acnes), que causa espinhas, cravos, pápulas, 

pústulas ou nódulos (GUPTA et al., 2015; KUMAR et al., 2007). 

Outro ponto que essas doenças tem em comum, é o fato dos 

tratamentos convencionais utilizados selecionam cepas resistentes, impulsionando a 

busca por novos fármacos. Os estudos de princípios ativos de origem natural vêm 

ganhando espaço nos últimos anos por comumente apresentarem baixa toxicidade e 

podem ser de baixo custo. A quercetina pode ser extraída de várias plantas, sendo 

encontrada em folhas, flores e frutos (HOSSEINI et al., 2021); e os ramnolipídeos são 

obtidos predominantemente por Pseudomonas aeruginosa (JADHAV et al., 2018). 

É interessante que esses agentes ativos sejam incorporados em 

formulações para serem utilizados no tratamento das doenças citadas, como os filmes 

poliméricos, que podem ser flexíveis, biocompatíveis com a pele, não tóxicos, de fácil 

utilização e podem possuir menor risco de irritação (GARCÍA et al., 2017; GUO et al., 

2011; KATHE e KATHPALIA, 2017; OSHIRO JUNIOR et al., 2015; PEREIRA et al., 

2014). 

Além disso, essa forma farmacêutica pode aumentar a 

biodisponibilidade do fármaco (HAAS e LEHR, 2002), promover liberação modificada 

do agente ativo (KUMAR et al., 2014) e oferecer propriedade bioadesiva, que é a 

capacidade de materiais, polímeros naturais e sintéticos, de aderir ao tecido biológico 

(SAHA et al., 2020), aumentando o tempo de contato do fármaco com o local de ação, 

o que reduz a frequência de reaplicação do medicamento (KATHE e KATHPALIA, 

2017).  

Assim, o presente trabalho compreende o desenvolvimento de filmes 

poliméricos bioadesivos com o intuito de inovar nos tratamentos aplicados para herpes 

e acne. Essa tese foi dividida em quatro capítulos. O capítulo 1 apresenta a introdução 

geral, objetivos do trabalho e revisão da literatura. Nos capítulos 2 e 3, foram 
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apresentados o desenvolvimento e avaliação das respectivas formulações 

farmacêuticas. E o capítulo 4 apresenta a conclusão geral do trabalho apresentado. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver filmes poliméricos bioadesivos contendo quercetina para 

serem utilizados como produtos anti-herpéticos e filmes poliméricos bioadesivos 

contendo ramnolipídeos como produtos antiacne e avaliar a qualidade, eficácia e 

segurança das formas farmacêuticas. 

 

1.2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar atividade in vitro anti-herpética da quercetina; 

• Desenvolver os filmes poliméricos bioadesivos e incorporar a 

quercetina na forma farmacêutica; 

• Caracterizar físico-quimicamente o filme contendo quercetina; 

• Analisar a capacidade bioadesiva da formulação; 

• Avaliar a segurança (toxicidade) da formulação, in vivo, pelo 

ensaio de irritação dérmica; 

• Analisar a eficácia, in vivo, da quercetina presente no filme 

polimérico pelo ensaio antiviral; 

• Analisar a estabilidade físico-química do filme contendo 

quercetina; 

• Analisar a eficácia (atividade in vitro antiacne) e segurança 

(capacidade de causar hemólise) dos ramnolipídeos; 

• Desenvolver os filmes poliméricos bioadesivos e incorporar os 
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ramnolipídeos na forma farmacêutica; 

• Caracterizar físico-quimicamente o filme contendo 

ramnolipídeos; 

• Analisar a capacidade bioadesiva da formulação; 

• Analisar a atividade antiacne, in vitro, dos filmes contendo 

ramnolipídeos. 

 

1.3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.3.1  HERPES E QUERCETINA 

 

O herpes é uma doença sem cura que atinge de 50 a 90% da 

população mundial (KOUJAH, SURYAWANSHI e SHUKLA, 2019; SZCZUBIAŁKA, 

PYRC e NOWAKOWSKA, 2016). Sua transmissão ocorre por contato direto com a 

pessoa infectada, com as lesões infectadas ou com sangue (SZCZUBIAŁKA, PYRC e 

NOWAKOWSKA, 2016). Essa doença é causada pelo Herpes simplex virus-1 (HSV-

1), que possui DNA de fita dupla protegido por um capsídeo icosaédrico cercado por 

uma camada proteica denominada tegumento e é envolto em um envelope contendo 

glicoproteínas virais (Figura 1.1) (KOUJAH, SURYAWANSHI e SHUKLA, 2019; ZHU 

e VIEJO-BORBOLLA, 2021). 

O HSV-1 primeiramente infecta as células epiteliais da mucosa ou da 

pele por intermédio das glicoproteínas que fazem a ligação com os receptores da 

superfície celular (Figura 1.2) e auxiliam a fusão do envelope com a membrana 

plasmática causando a penetração do capsídeo no citoplasma. Posteriormente, o 

capsídeo é transportado em microtúbulos para a membrana nuclear, onde ocorre a 

liberação do DNA do HSV-1 no núcleo. Após os processos de transcrição e tradução, 

o DNA é replicado e encapsidado, envelopado e liberado da célula via exocitose para 

uma nova infecção (DUARTE et al., 2021; KOUJAH,  SURYAWANSHI e SHUKLA, 

2019; SZCZUBIAŁKA, PYRC e NOWAKOWSKA, 2016). 
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Figura 1.1 – Representação do vírus HSV-1. 

 
Fonte: adaptado de ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021. 

 

Figura 1.2 – Replicação do vírus HSV-1 na célula. 

 
Fonte: adaptado de ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021. 

 

Consecutivamente ao período de replicação nas células epiteliais, o 

HSV-1 entra nas terminações dos neurônios periféricos (Figura 1.3) e se transporta 

para o gânglio trigeminal, iniciando o processo de latência viral, não havendo 

expressão gênica limitada neste período e nenhuma produção de partículas virais 
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(HELD e DERFUSS, 2011; ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021). 

 

Figura 1.3 – Migração do vírus HSV-1 da pele/mucosa para sistema nervoso 
periférico. 

 
Fonte: adaptado de ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021. 

 

Esporadicamente, o vírus reativa, devido a fatores como estresse 

emocional, imunossupressão, cirurgia ou exposição à radiação UV, resultando em 

replicação e produção de partículas virais, que são transportadas para o local inicial 

de inoculação (BELLO-MORALES, ANDREU e LÓPEZ-GUERRERO, 2020; KOUJAH, 

SURYAWANSHI e SHUKLA, 2019; RAJČÁNI et al., 2018). 

Para suprimir os sintomas da doença são utilizados fármacos que 

inibem alguma parte do ciclo de reprodução viral, como inibidores de glicoproteína 

viral, do receptor de entrada do hospedeiro, de fusão do envelope com a membrana 

plasmática, de replicação de DNA viral, da síntese de proteínas virais e de egresso 

viral (KOUJAH, SURYAWANSHI e SHUKLA, 2019). O fármaco mais utilizado no 

tratamento do herpes é o aciclovir, que atua inibindo a replicação de DNA viral 

(SADOWSKI et al., 2021). No entanto, a utilização prolongada desse fármaco gerou 

cepas resistentes, dificultando o controle da doença (DEMIR et al., 2020). 

Compostos isolados de produtos naturais têm se mostrado 

promissores no tratamento dessa infecção (RUCHAWAPOL et al., 2021; SAND et al., 

2021; SILVA-MARES, TORRES-LÓPEZ e RIVAS-GALINDO, 2016), como a 

quercetina, que pode ser utilizada no desenvolvimento de formulações seguras e de 

baixo custo. 

A quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxi-2-fenilcromen-4-ona) é um 
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flavonoide, sem um açúcar anexado, encontrado em muitas frutas e vegetais (DI 

PETRILLO et al., 2021; LI et al., 2016). Ela é caracterizada pela coloração amarela, 

por apresentar baixa solubilidade em água e ser solúvel em álcool e lipídeos e pela 

capacidade limitada de permeação da pele (HOSSEINI et al., 2021; LI et al., 2016; 

SICURELLA et al., 2022). Quimicamente (Figura 1.4) é composta por dois anéis 

benzênicos ligados por três carbonos que formam um anel pirano fechado. Esse 

composto possui ligações duplas, cinco grupos hidroxila e uma carbonila, que são 

comumente relacionados com suas propriedades farmacológicas (MAGAR e SOHNG, 

2020; SHARMA et al., 2018), como atividades antioxidante, anti-inflamatória,  anti-

hipertensiva, antimicrobiana, antiasmática, antiobesidade, anticarcinogênica, anti-

hipercolesterolêmica, antiaterosclerótica e antiviral (DAVID, ARULMOLI e 

PARASURAMAN, 2016; WANG et al., 2016). Na literatura os trabalhos relatam que a 

atividade antioxidante de compostos como a quercetina, frequentemente são 

acompanhadas de atividades antivirais e antimicrobianas, devido a presença das 

hidroxilas (MATERSKA, 2008). 

 

Figura 1.4 – Estrutura química da quercetina. 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Como antiviral, a quercetina é eficaz na inibição de vários vírus como 

influenza A, B, dengue, hepatite C, rinovírus, Zika, Ebola, poliovírus tipo 1 e SARS-

CoV-2 (BADSHAH et al., 2021; ZAKARYAN et al., 2017). No caso do HSV-1, esse 

composto atua na fase inicial da infecção como inibidor de entrada viral, inibindo a 

glicoproteína D, e como inibidor de replicação viral (DI PETRILLO et al., 2021; LEE et 

al., 2017; SAND et al., 2021; SICURELLA et al., 2022). 



20 

1.3.2 ACNE E RAMNOLIPÍDEOS 

 

 A acne é uma doença crônica que atinge 85% dos adolescentes 

e jovens adultos, comumente surge no folículo piloso e geralmente envolve inflamação 

na pele, além de ter impacto considerável na qualidade de vida dos pacientes 

(CASTILLO, NANDA e KERI, 2019; DESSINIOTI e DRENO, 2020; XU e LI, 2019; 

ZHANG et al., 2019). Existem condições que influenciam a incidência e persistência 

da acne, como fatores ambientais, hormônios, histórico familiar e estresse (DRÉNO 

et al., 2018). 

Existem quatro fatores que contribuem para a acne (Figura 1.5): 1) 

hipersecreção de sebo (Figura 1.5 B), 2) colonização bacteriana (Figura 1.5 C), 3) 

hiperqueratinização folicular (Figura 1.5 D) e 4) inflamação (Figura 1.5 D) (DRÉNO et 

al., 2018; SHARMA et al., 2022; XU e LI, 2019). 

 

Figura 1.5 – Processo de formação da acne. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

A Cutibacterium acnes (C. acnes, anteriormente Propionibacterium 

acnes) é uma bactéria anaeróbia Gram-positiva aerotolerante, que faz parte da 

microbiota humana, sendo a espécie mais abundante na unidade pilossebácea onde 

surge a acne (CHUDZIK, MIGDAŁ e PAŚCIAK, 2022; DRÉNO et al., 2018; XU e LI, 

2019). Ela possui o papel de: I) hidrolisar triglicerídeos, produzindo ácidos graxos de 

cadeia curta, como o ácido propiônico, mantendo o pH da pele baixo; e II) inibir a 
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colonização de bactérias patogênicas (DRÉNO et al., 2018; XU e LI, 2019).  

A espécie C. acnes se divide em três tipos baseados na análise gênica 

e na atividade da lipase: I) C. acnes subsp. acnes, II) C. acnes subsp. defendens e III) 

C. acnes subsp. elongatum, e posteriormente em seis filotipos associados a diferentes 

condições clínicas, designados IA1, IA2, IB, IC, II e III (CHUDZIK, MIGDAŁ e 

PAŚCIAK, 2022; MCLAUGHLIN et al., 2019). Por exemplo, os filotipos IA são 

encontrados em regiões afetadas por acne e os IB em infecções de tecidos moles 

(CHUDZIK, MIGDAŁ e PAŚCIAK, 2022). 

Estudos recentes mostraram que a quantidade da bactéria C. acnes 

na pele humana é igual entre pessoas que possuem acne e pessoas saudáveis. No 

entanto, há perda na diversidade dos filotipos dessa bactéria e aumento considerável 

do filotipo IA nas pessoas que possuem acne (CHUDZIK, MIGDAŁ e PAŚCIAK, 2022; 

DRÉNO et al., 2020; FOURNIÈRE et al., 2020).  

Os tratamentos convencionais da acne incluem retinóides tópicos, 

ácido azelaico, peróxido de benzoíla e antibióticos tópicos e orais. Todavia, 

atualmente, existe a preocupação com a seleção de cepas resistentes à antibióticos 

(DESSINIOTI e DRENO, 2020; KAYIRAN et al., 2020; ZHANG et al., 2019), 

impulsionando o desenvolvimento de tratamentos novos, naturais e não 

convencionais (CASTILLO, NANDA e KERI, 2019), como o uso de biossurfactantes. 

Os biossurfactantes são compostos anfifílicos produzidos por 

microrganismos (leveduras, fungos ou bactérias) (AZIZ et al., 2021). A parte hidrofílica 

é composta de açúcares, aminoácidos ou grupos funcionais polares, enquanto que a 

parte hidrofóbica é formada por uma cadeia de hidrocarbonetos alifáticos (ABDEL-

MAWGOUD, LÉPINE e DÉZIEL, 2010). Eles são biodegradáveis, biocompatíveis com 

a pele e ambiente, apresentam baixa toxicidade, aceitabilidade ecológica e 

estabilidade em extremos de temperatura, pH e salinidade (ABDEL-MAWGOUD, 

LÉPINE e DÉZIEL, 2010; AZIZ et al., 2021; LOURITH e KANLAYAVATTANAKUL, 

2009). Esses compostos são classificados de acordo com composição química em 

glicolipídios, lipopeptídeos, ácidos graxos, lipoproteínas, fosfolipídios e 

biossurfactantes poliméricos (AZIZ et al., 2021; INÈS e DHOUHA, 2015). 

Os glicolipídios são compostos constituídos por porções de 

carboidratos ligadas a cadeias de ácidos graxos de comprimentos variados (ADU et 

al., 2020; AZIZ et al., 2021; VARJANI e UPASANI, 2017). Os ramnolipídeos são os 

biossurfactantes glicolipídicos mais amplamente estudados (SHAO et al., 2017). Eles 
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são constituídos por uma (mono-ramnolipídeos) ou duas moléculas de ramnose (di-

ramnolipídeos) que estão ligados (ligação glicosídica) a um ou dois ácidos graxos que 

contêm cadeias de 8 a 14 átomos de carbono (Figura 1.6) (AZIZ et al., 2021; CHONG 

e LI, 2017). 

 

Figura 1.6 – Estrutura química de ramnolipídeos. 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Os ramnolipídeos são metabólitos secundários produzidos por 

bactérias Gram-negativas, como a Pseudomonas aeruginosa (SHAO et al., 2017), que 

sempre formam misturas de diferentes congêneres: mono- e di-ramnolipídeos 

(CHONG e LI, 2017; RIKALOVIĆ, VRVIĆ e KARADŽIĆ, 2015).  

Em sua biossíntese estão envolvidos processos enzimáticos e 

genéticos, que ocorrem em três reações sequenciais. Na primeira etapa ocorre a 

produção dos percursores: o açúcar dTDP-L-ramnose, que pode ser sintetizado a 

partir da D-glicose; e a porção hidrofóbica, o ácido 3-(3-hidroxialcanoiloxi) alcanóico 
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(HAA), que pode ser obtido através da via de síntese de ácidos graxos. Na segunda 

etapa, a RhlB ramnosiltransferase catalisa a reação entre os percussores e produz os 

mono-ramnolipídeos. E na terceira etapa, ocorre a formação dos di-ramnolipídeos a 

partir da RhlC ramnosiltransferase e das moléculas de mono-ramnolipídeos e dTDP-

L-ramnose (CHONG e LI, 2017; SHAO et al., 2017; SOBERÓN-CHÁVEZ, LÉPINE e 

DÉZIEL, 2005; VARJANI e UPASANI, 2017). 

O rendimento da produção e a proporção de congêneres são afetados 

pelas condições ambientais e nutricionais para o crescimento microbiano, como a 

origem da cepa bacteriana, fonte de carbono e nitrogênio, pH, temperatura, agitação, 

método de isolamento e purificação de ramnolipídeos (KASKATEPE e YILDIZ, 2016; 

RIKALOVIĆ, VRVIĆ e KARADŽIĆ, 2015; VARJANI e UPASANI, 2017).  

 Estudos mostram que os ramnolipídeos podem ser utilizados como 

agentes antimicrobiano, antifúngico, anticancerígeno, antioxidante e imunomodulador 

(THAKUR, Priyanka et al., 2021). A atividade antimicrobiana desses compostos é 

atribuída ao seu caráter anfifílico, que permite interação intermolecular com a 

membrana celular, causando alterações estruturais, como a formação de poros que 

levam a morte celular (BHARALI et al., 2013; FERREIRA, VIEIRA e NITSCHKE, 

2019).  

 As bactérias Gram positivas são mais sensíveis aos ramnolipídeos do 

que as bactérias Gram negativas, devido à diferença na estrutura da parede celular 

entre esses tipos de bactérias (BHARALI et al., 2013). As bactérias Gram positivas 

possuem uma camada espessa de peptidoglicano (Figura 1.7), apresentando 

coloração violeta no teste de Gram. Enquanto as Gram negativas, apresentam 

coloração vermelha nesse teste, por possuírem uma camada fina de peptidoglicano e 

uma membrana externa protetora (Figura 1.7) que funciona como uma barreira de 

permeabilidade (RAJAGOPAL e WALKER, 2017). 

 Quando os ramnolipídeos foram testados como antimicrobianos na 

cepa C. acnes apresentaram um halo de inibição, mostrando que é um fármaco 

promissor para ser utilizado em produtos cosméticos (AZIZ et al., 2021). 
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Figura 1.7 – Diferença na estrutura da parede celular em bactérias Gram negativas e 
Gram positivas. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

1.3.3 FILMES POLIMÉRICOS 

 

Os filmes poliméricos têm sido extensivamente utilizados como 

sistemas de liberação de fármacos (BOLLA et al., 2018; RICCIO et al., 2022; SAHA et 

al., 2020; SIEPMANN; SIEPMANN, 2013a). Os materiais que compõe essa forma 

farmacêutica podem possuir propriedade de bioadesão, que é a capacidade de aderir 

ao tecido biológico (SAHA et al., 2020). Devido essa característica, os filmes 

poliméricos bioadesivos aumentam o tempo do fármaco no local de tratamento, 

criando um gradiente de concentração local (RICCIO et al., 2022). Além de promover 

administração indolor, apresentar baixa toxicidade, baixa irritação do local 

administrado, baixa flutuação da dose no plasma sanguíneo, evitar sistema de 

digestão enzimático, aumenta a biodisponibilidade do fármaco e pode ser 

administrada nas vias oral, bucal, sublingual, oftálmica, vaginal, tópica e transdérmica 

(BOLLA et al., 2018; RICCIO et al., 2022).  

Existem alguns mecanismos teóricos que explicam essa propriedade, 

como os processos de difusão-entrelaçamento, eletrostático, adsorção e 

molhabilidade (ANDREWS, LAVERTY e JONES, 2009; ASATI, JAIN e CHOUBEY, 

2019; KUMAR et al., 2014). 
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• Teoria da difusão-entrelaçamento de cadeias: a bioadesão 

ocorre devido a difusão dos polímeros líquidos nas 

microfissuras e irregularidades presentes na superfície do 

substrato. 

• Teoria eletrônica: a transferência de elétrons entre os 

polímeros e a superfície do substrato causam a adesividade. 

• Teoria da adsorção: interações intermoleculares entre os 

polímeros e a superfície do substrato, como ligação de 

hidrogênio, forças de van der Waals e interações hidrofóbicas, 

são responsáveis pela adesão. 

• Teoria de molhabilidade: a bioadesão ocorre devido a afinidade 

do líquido ou dispersão polimérica de baixa viscosidade com o 

substrato onde será espalhado. Nessa teoria os polímeros 

ancoram-se nas superfícies irregulares por meio do ângulo de 

contato. 

Essa formulação pode ser constituída por um ou mais polímero(s) 

(blendas poliméricas) formador(es) de filme, plastificantes, surfactantes, conservantes 

e pigmentos (SKALSKY e PETEREIT, 2017). Os plastificantes atuam nas 

propriedades mecânicas, aumentando o alongamento e a tensão de ruptura, e na 

cinética de liberação do fármaco. Os surfactantes auxiliam na dispersão, 

molhabilidade e solubilização do filme, e os conservantes apresentam propriedades 

antimicrobianas, aumentando a estabilidade da formulação (RICCIO et al., 2022; 

SKALSKY e PETEREIT, 2017). 

Os polímeros utilizados na obtenção dessas formas farmacêuticas  

devem ser biocompatíveis, biodegradáveis, flexíveis, apresentar durabilidade, 

tenacidade, adesividade, parâmetros de tensão/deformação, baixo custo, e podem ser 

naturais ou sintéticos, sendo os mais comumente utilizados a celulose e derivados, 

quitosana, gelatina, goma de gelana, pectina, polietilenoglicol (PEG), álcool polivinílico 

(PVA) e polivinilpirrolidona (PVP) (BOLLA et al., 2018; RICCIO et al., 2022). 

Existem alguns métodos utilizados para preparar filmes poliméricos. 

De forma breve, a técnica de eletrofiação produz nanofibras aplicando forças 

eletrostáticas em uma solução, os filmes formados por essa técnica são resistentes 

mecanicamente sem adição de plastificantes. No entanto, ela não é viável em larga 

escala (IBRAHIM e KLINGNER, 2020; RICCIO et al., 2022). A técnica de eletrospray 
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forma filmes atomizando as partículas de polímero em um coletor metálico, essa 

metodologia somente utiliza soluções com baixa viscosidade (HUANG et al., 2022; 

RICCIO et al., 2022). A técnica de extrusão a quente é simples, não utiliza solventes 

e permite a obtenção de produtos de alta densidade. No entanto, ela utiliza calor, 

limitando a técnica a polímeros termoestáveis (RICCIO et al., 2022; THAKKAR et al., 

2020). A bioimpressão tridimensional (3D) é uma técnica que imprime biopolímeros, 

ela possui elevado custo de aquisição e longo tempo de produção e o material utilizado 

deve possuir baixa viscosidade (RICCIO et al., 2022). O método “casting” ou 

evaporação de solvente é um dos mais aplicados para a formação de filmes 

poliméricos, e foi o utilizado nesse trabalho, assim, descrito detalhadamente. 

No método “casting” (Figura 1.8), os componentes (polímero, 

plastificante, adesivo, surfactante e fármaco) são dissolvidos em solvente apropriado 

(água, etanol), sob agitação constante, por um tempo determinado, normalmente 

durante algumas horas. Posteriormente, são transferidos para um molde, comumente 

uma placa de petri, e então o solvente é evaporado, em estufa, a baixa temperatura 

(aproximadamente 40-50 °C) ou em temperatura ambiente. Essa técnica apresenta 

alguns desafios, como garantir a distribuição homogênea do fármaco e dos  

componentes da formulação, a velocidade de agitação e o tempo de secagem devem 

ser otimizados (RICCIO et al., 2022; SUHAG et al., 2020). 

 Figura 1.8 – Representação do método “casting”. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Com o objetivo de garantir a qualidade dos filmes obtidos por qualquer 

um dos métodos descritos, algumas análises são necessárias, como as propriedades 

mecânicas (resistência à tração e à dobra, alongamento na ruptura e módulo de 

Young), força de bioadesão, análises térmicas, permeabilidade/transmissão de vapor 

de água, permeação de fármaco e cinética de liberação (KATHE e KATHPALIA, 2017; 

PORTER e FELTON, 2010). 

A resistência à tração de um filme é definida como a resistência do 

material a uma força que tende a separá-lo e, normalmente, identificada como a 

tensão máxima na curva tensão-deformação e pode ser calculada de acordo com a 

Equação (1) (MORALES e MCCONVILLE, 2011). 

 Resistência à tração = 𝐹𝑜𝑟ç𝑎 𝑛𝑎 𝑓𝑎𝑙ℎ𝑎Á𝑟𝑒𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒                                             (1) 

 

A resistência à dobra é uma medida da flexibilidade dos filmes 

poliméricos e é definida como o número de vezes que o filme pode ser dobrado em 

um ângulo de 180° até ele se quebrar (NAIR et al., 2013). 

O alongamento na ruptura é uma medida da deformação máxima que 

o filme pode sofrer antes de rasgar e é calculado usando a Equação (2) (MORALES 

e MCCONVILLE, 2011). 

 Alongamento na ruptura = (𝐴𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑛𝑎 𝑟𝑢𝑝𝑡𝑢𝑟𝑎𝐶𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒  ) . 100                                             (2)                    

 

O módulo de Young é uma avaliação da rigidez ou de como o filme se 

deforma na região elástica e é obtido a partir da razão da tensão aplicada e da tensão 

correspondente e pode ser calculada a partir da inclinação da curva tensão-

deformação usando a Equação (3) (MORALES e MCCONVILLE, 2011). 

 Módulo de Young = 𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑠𝑠𝑒 − 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎çã𝑜𝐸𝑠𝑝𝑒𝑠𝑠𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑜 𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒 𝑥 𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎𝑙                                                (3)              

 

 A força de bioadesão é a medida da força máxima necessária para 

separar o filme polimérico aplicado do tecido biológico (NAIR et al., 2013). As análises 

térmicas fornecem informações sobre a degradação térmica do filme e das interações 

intermoleculares do princípio ativo com os demais constituintes da formulação (NAIR 
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et al., 2013). A permeabilidade de vapor de água é uma técnica que mensura a 

quantidade de vapor de água que penetra o filme, ela é importante para verificar se a 

formulação é oclusiva, o que pode afetar as funções fisiológicas da pele (SCIARRA e 

GIDWANI, 1972). A permeação de fármaco é uma análise importante para se ter 

conhecimento da taxa de absorção do agente ativo por essa via (YAMASHITA e 

HASHIDA, 2003). A cinética de liberação do fármaco é estudada para se determinar 

a velocidade de liberação da forma farmacêutica e o padrão da liberação do fármaco 

que pode ser imediata ou modificado (ADEPU e RAMAKRISHNA, 2021; VISAN, 

POPESCU-PELIN e SOCOL, 2021).  

A incorporação da quercetina em filmes constituídos por diferentes 

polímeros vem sendo descrita na literatura. Yang et al. (2023) incorporaram quercetina 

pelo processo de sopro de extrusão em filme de poli(butileno adipato co-

tereftalato)/amido termoplástico e observaram que a quercetina aumenta as 

capacidades antioxidante e anti-ultravioleta do filme, que é utilizado na proteção de 

alimentos. 

Martins et al. (2022) obtiveram filme nanofibroso de poli(1-

vinilpirrolidona)-co-(acetato de vinila) contendo quercetina em três concentrações 

diferentes (0, 5 e 15%, m/m) pela técnica de eletrofiação. Os filmes estudados 

apresentaram atividade antioxidante e possivelmente aumentam a biodisponibilidade 

da quercetina por aumentar a dissolução deste agente ativo. 

Vinhal et al. (2021) incorporaram quercetina em filme de gelatina/PVA 

obtido pelo método “casting”, com o intuito de desenvolver uma embalagem 

antioxidante. Esses autores concluíram que o material analisado é promissor para ser 

aplicado em uma embalagem inteligente, que libera quercetina no alimento dependo 

do pH e da polaridade do mesmo, evitando processos oxidativos. 

Pandit, Omase e Mute (2020) obtiveram pelo método “casting” filmes 

de quitosana, glicerina e ácido acético contendo transferossomas carregados de 

quercetina para tratamento de osteoporose secundária. Esses autores concluíram que 

essa forma farmacêutica é promissora como alternativa ao tratamento oral, pois além 

de ser eficaz contra a doença é de fácil aplicabilidade, melhorando a adesão do 

paciente ao tratamento. 

Sanchez-Rexach et al. (2019) obtiveram filmes poliméricos de poli(3-

caprolactona) com quercetina por três métodos diferentes: “casting”, spin coating e 

eletrofiação e avaliaram a liberação da quercetina, que ocorreu nos três métodos. 
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Luzi et al. (2019) avaliaram filmes de PVA incorporados com ácido 

gálico e quercetina obtidos pelo método “casting” e concluíram que esses filmes 

podem ser utilizados como antioxidantes em embalagens de alimentos, além de 

melhorar as deformidades dos filmes em comparação a filmes de PVA sem nenhum 

agente ativo. 

Morici, Arrigo e Dintcheva (2014) estudaram a fotoproteção exercida 

pela quercetina em filmes produzidos com três diferentes materiais: polímero à base 

de amido (Mater-Bi®), ácido polilático e poli(óxido de etileno) e observaram que esse 

flavonoide retarda a fotodegradação dos filmes de modo que esses podem ser 

utilizados em embalagens. 

Quanto aos ramnolipídeos, existem poucos trabalhos na literatura que 

adsorvem o agente ativo em filmes poliméricos. Hajfarajollah et al. (2015) adsorveram 

5 g/L de ramnolipídeos em filmes de polipropileno e avaliaram a atividade 

antimicrobiana desses filmes contra bactérias Gram negativas (Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae) e Gram positivas (Staphylococcus aureus e 

Bacillus subtilis) e obtiveram resultados favoráveis frente as bactérias Gram positivas. 

Costa et al. (2009) obtiveram filmes dos polímeros tereftalato de 

polietileno, poli(cloreto de vinila) (PVC), poli(e-caprolactona) (PCL) e uma blenda 

polimérica de PVC/PCL pelo método “casting” e adsorveram ramnolipídeos na 

superfície para avaliar a capacidade de molhabilidade dos ramnolipídeos nas 

superfícies, e concluíram que esse surfactante apresenta propriedade umectante. 

Neste trabalho foram utilizados o Kollicoat® IR como matriz 

polimérica, glicerol como plastificante, PVP como adesivo e poloxamer 407 (P407) 

como surfactante (em uma das formulações).  

O Kollicoat® IR (aprox. 45.000 Da) é um copolímero solúvel em água 

constituído de 75% de PVA e 25% de PEG (Figura 1.9),  apresenta flexibilidade, baixa 

viscosidade e rápida dissolução (BASF, 2015). 

O glicerol, 1,2,3-propanotriol (Figura 1.10), é uma molécula pequena 

(92,09 g/mol) constituída por três grupamentos hidroxila, é usualmente aplicado como 

plastificante, aumentando a flexibilidade de outros polímeros (BEN, SAMSUDIN e 

YHAYA, 2022). 
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Figura 1.9 – Estrutura química do Kollicoat® IR 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 1.10 – Estrutura química do glicerol 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

A polivinilpirrolidona, 1-ethenylpyrrolidin-2-one (Figura 1.11), é um 

polímero sintético, atóxico, não iônico, inerte, resistente à temperatura, pH estável, e 

biocompatível, além de apresentar afinidade com compostos hidrofílicos e 

hidrofóbicos (KURAKULA e RAO, 2020). Esse polímero apresenta excelente 

propriedade de adesão, devido ao grupamento da carbonila, que forma ligações de 

hidrogênio com o tecido biológico, sendo comumente utilizado em sistemas de 

liberação mucoadesivo e transdérmico (KURAKULA e RAO, 2020). 

Figura 1.11 – Estrutura química do PVP 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Poloxamers são copolímeros e surfactantes não-iônicos, constituídos 
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por polioxietileno (poli[óxido de etileno], PEO) e polioxipropileno (poli[óxido de 

propileno], PPO), organizados em três blocos (PEO:PPO:PEO) (PERCIVAL et al., 

2018). O P407 é composto de 70% de PEO conforme Figura 1.12. 

 

Figura 1.12 – Estrutura química do P407 
 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Ambos os princípios ativos (quercetina e ramnolipídeos) foram 

incorporados na dispersão percursora do filme polimérico, sendo necessário 

microencapsular a quercetina para dispersá-la no filme polimérico. 

 

1.3.4 MICROCÁPSULAS  

 

As técnicas de microencapsulação consistem na obtenção de 

partículas heterogêneas, onde o material de parede (matriz polimérica), envolve o 

núcleo de interesse (LENGYEL et al., 2019; MUHOZA et al., 2020). Essas partículas 

variam de 1 a 1000 µm e são amplamente utilizadas para estabilizar e proteger 

agentes ativos, mascarar sabores, aumentar biodisponibilidade de fármacos e 

converter agente ativos que são insolúveis em água em redispersíveis (DEVI et al., 

2017; LENGYEL et al., 2019; YAN et al., 2022). 

A coacervação é uma técnica muito utilizada para obtenção de 

microcápsulas devido à alta eficiência de encapsulação, baixo custo de produção e 

requerer equipamentos simples (YAN et al., 2022; YANG et al., 2020). Ela consiste na 

separação de fases líquidas em soluções coloidais devido a influências como: 

alteração de pH, de temperatura ou adição de um não solvente (LENGYEL et al., 2019; 

YAN et al., 2022; YANG et al., 2020). A formação dos coacervados também é afetada 
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pela velocidade de agitação, tipo de material de parede e do núcleo e a proporção 

entre esses materiais (DEVI et al., 2017; YAN et al., 2022). Essa técnica pode ser 

simples, sendo constituída por um único polímero ou complexa, sendo constituída por 

dois polímeros polieletrólitos com cargas opostas que interagem por interações 

eletrostáticas atraentes (LENGYEL et al., 2019; YAN et al., 2022). 

Os coacervatos são feitos principalmente de proteínas e 

polissacarídeos (YAN et al., 2022), sendo o pH a alteração comumente escolhida. As 

proteínas, que possuem grupamentos amina, tem carga elétrica positiva abaixo do 

ponto isoelétrico, e negativa acima do ponto isoelétrico (MUHOZA et al., 2020). Os 

polissacarídeos, com exceção da quitosana, possuem carga elétrica negativa em pH 

superior ao pKa (MUHOZA et al., 2020). Dessa forma, ajustando-se o pH de misturas 

de proteínas e polissacarídeos, favorece-se a atração eletrostática entre esses 

polímeros, e consequente formação de sistemas multiparticulados organizados, 

podendo ser denominados de microcápsulas (complexos poliméricos) (DEVI et al., 

2017; MUHOZA et al., 2020). 

Nesse trabalho, obteve-se microcápsulas de caseína (proteína) e 

pectina (polissacarídeo) para tornar a quercetina redispersível em solução aquosa. A 

caseína é uma proteína do leite, que possui grupamentos amina, com peso molecular 

médio de 19-25 KDa (MUHOZA et al., 2020). A pectina é formada majoritariamente 

pelo ácido a-1,4-D-poligalacturônico parcialmente metilado (YANG et al., 2020). Em 

meios básicos (pH 8,0), ambos os polímeros apresentam carga negativa (Figura 1.13i) 

e interagem com repulsão de cargas. O pH sendo reduzido para 4,7 (ponto isoelétrico 

da caseína), ocorre a protonação da amina (-NH3
+) presente na caseína, o que 

promove atração e repulsão de cargas entre os polímeros (Figura 1.13ii). Quando o 

valor de pH se encontra entre o ponto isoelétrico da caseína e o pKa da pectina (3,6 

a 4,7), ocorre atração de cargas entre os grupamentos amina da caseína (carga 

positiva) e os íons carboxilatos da pectina (carga negativa) (Figura 1.13iii). Se o valor 

de pH for menor que 3,6 o sistema volta a ser instável (Figura 1.13iv) (BARACAT, 

2004; CAMILO, 2007). 
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Figura 1.13 – Formação do conjugado caseína/pectina. 

 

Fonte: Adaptado de Thakur et al. (1997). 
 

1.3.5 MODELOS CINÉTICOS  

 

 A cinética de liberação do fármaco é estudada para se determinar a 

velocidade de liberação da forma farmacêutica e o padrão da liberação do fármaco 

que pode ser imediata ou modificada (ADEPU e RAMAKRISHNA, 2021; VISAN, 

POPESCU-PELIN e SOCOL, 2021). Para isso, utilizam-se modelos matemáticos, 

como os demonstrados abaixo. 

 

1.3.5.1 Ordem Zero 

 

Nesse modelo, a liberação do fármaco é independente da 

concentração do mesmo e ocorre a uma taxa constante (COSTA e LOBO, 2001; 

RAMTEKE et al., 2014). Esse modelo é representado pela Equação (4). 

 𝑄(𝑡) =  𝑄0 + 𝑘0. 𝑡                                                (4) 
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Sendo Q(t) a quantidade de fármaco liberada; Q0 a quantidade inicial de fármaco; k0 

a constante de liberação de ordem zero; e t o tempo de liberação. 

 

1.3.5.2 Primeira Ordem 

 

Nesse modelo, a liberação é um processo dependente da 

concentração de fármaco (COSTA e LOBO, 2001; RAMTEKE et al., 2014). A Equação 

(5) explica a liberação por esse modelo. 

 𝑙𝑛 (𝑄𝑡𝑄0) =  𝑘1. 𝑡                                                (5) 

 

Sendo Qt a quantidade de fármaco liberada; Q0 a quantidade inicial de fármaco; k1 a 

constante de liberação de primeira ordem; e t o tempo de liberação. 

 

1.3.5.3 Korsmeyer-Peppas 

 

Esse é um modelo semi-empírico que descreve a liberação do 

fármaco em um sistema polimérico; porém, é aplicado apenas até 60% da quantidade 

de fármaco liberada (COSTA e LOBO, 2001; KORSMEYER et al., 1983; RAMTEKE 

et al., 2014). A Equação (6) é a de liberação de Korsmeyer-Peppas.  

 𝑄𝑡𝑄∞ =  𝑘𝐾𝑃 . 𝑡𝑛                                                (6) 

 

Sendo Qt/Q∞ a fração de fármaco liberada; kKP a constante de liberação de Korsmeyer-

Peppas; t o tempo de liberação; e n o expoente que indica o mecanismo de liberação 

do fármaco (Tabela 1.1). 

 

 

 



35 

Tabela 1.1 – Expoente n da equação de Korsmeyer-Peppas e mecanismo de 
liberação do fármaco. 

Expoente de liberação (n) Mecanismo de liberação 

Filme fino Cilindro Esfera  

< 0,5 < 0,45 < 0,43 Difusão quasi-Fickiana 

0,5 0,45 0,43 Difusão Fickiana 

0,5 < n < 1,0 0,45 < n < 0,89 0,43 < n < 0,85 Transporte Anômalo 

1,0 0,89 0,85 Transporte caso II 

n > 1,0 n > 0,89 n > 0,85 Super caso II 

Fonte: adaptado de Ritger e Peppas (1987). 
 

 O processo de difusão é modelado matematicamente pelas leis de 

Fick da difusão. A primeira lei de Fick afirma que a taxa de transferência de massa é 

proporcional ao gradiente de concentração (VESELY, 2008), sendo o coeficiente de 

difusão a constante de proporcionalidade (Equação 7). 

 𝐽 =  −𝐷. ∆𝐶∆𝑥                                                (7) 

 

Sendo J a transferência de massa; D o coeficiente de difusão; ΔC a variação de 

concentração; e Δx a distância percorrida na transferência de massa. 

 Enquanto a primeira Lei de Fick assume que a fração liberada em 

determinado período de tempo é constante (estado estacionário), a segunda Lei de 

Fick prevê as mudanças no gradiente de concentração com o tempo (Equação 8) 

(COUTO et al., 2014). 

 𝛿𝐶𝛿𝑡 = 𝐷. 𝛿2𝐶𝛿𝑥2                                                (8) 

 

Sendo δC/δt a transferência de massa; D o coeficiente de difusão; δ²C a variação de 

concentração; e δx² a distância percorrida na transferência de massa. 

 O mecanismo de difusão pode ser classificado de acordo com a taxa 

de difusão e de relaxamento da cadeia polimérica, que é o tempo necessário para a 

cadeia polimérica se movimentar molecularmente e entrar em equilíbrio com o 

solvente (BORRMANN, DANZER e SADOWSKI, 2021), em: difusão quasi-Fickiana, 

difusão Fickiana, transporte anômalo e transporte caso II (Tabela 1.1) (BORRMANN, 
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DANZER e SADOWSKI, 2021; FRISCH e STERN, 1983; KUMAR et al., 2022). 

• Difusão quasi-Fickiana: ocorre quando a taxa de difusão é 

muito menor do que a de relaxamento da cadeia polimérica. 

• Difusão Fickiana: ocorre quando a taxa de difusão é menor do 

que a de relaxamento da cadeia polimérica. 

• Transporte anômalo: ocorre quando a taxa de difusão é similar 

à de relaxamento da cadeia polimérica. 

• Transporte caso II: ocorre quando a taxa de difusão é muito 

mais rápida do que a de relaxamento da cadeia polimérica. 

• Super caso II: ocorre quando o solvente influência o sistema de 

forma desproporcional ao coeficiente de difusão e ao 

relaxamento da cadeia polimérica, induzindo a plastificação do 

material polimérico. 

 

1.3.5.4 Hixon – Crowell 

 

Esse modelo aborda o fato de que a superfície da formulação 

frequentemente muda com o tempo de dissolução/liberação (SIEPMANN e 

SIEPMANN, 2013b). A Equação (9) é a de liberação de Hixon – Crowell. 

 √𝑄𝑡3 =  √𝑄03 − 𝑘. 𝑡                                                (9) 

 

Sendo Q(t) a quantidade de fármaco liberada; Q0 a quantidade inicial de fármaco; k a 

constante de liberação; e t o tempo de liberação. 

 

1.3.5.5 Higuchi 

 

Esse modelo é baseado em diferentes hipóteses (RAMTEKE et al., 

2014; SIEPMANN e PEPPAS, 2011): 

• a concentração inicial do fármaco na matriz é maior do que a 
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solubilidade do fármaco; 

• a difusão do fármaco ocorre apenas em uma dimensão; 

• as partículas do fármaco são menores que a espessura da 

matriz; 

• o inchaço da matriz é desprezível; 

• a difusividade do fármaco é constante; 

• o meio de dissolução não satura. 

A Equação (10) é a de liberação de Higuchi. 

 𝑄𝑡 =  𝑘𝐻  √𝑡2                                                 (10) 

 

Sendo Q(t) a quantidade de fármaco liberada; kH a constante de liberação; e t o tempo 

de liberação. 

 

1.3.5.6 Weibull 

 

O modelo Weibull pode ser aplicado para a maioria dos tipos de 

curvas de dissolução/liberação (COSTA e LOBO, 2001; RAMTEKE et al., 2014). A 

Equação (11) de Weibull é expressa por: 

 𝑄(𝑡) = 1 − 𝑒−(𝑡−𝑇𝑖)𝛽𝛼                                                 (11) 

 

Sendo Q(t) a fração cumulativa de fármaco; t o tempo de liberação; Ti = é o tempo de 

atraso da dissolução do fármaco; α = parâmetro de escala que define a escala de 

tempo do processo, que indica o intervalo de tempo no qual ocorrem 63,2% das falhas 

(ANIL KUMAR et al., 2003; ZHANG et al., 2010); β = parâmetro de forma da curva de 

dissolução, sendo que β < 1 indica uma curva parabólica, β = 1 indica uma curva 

exponencial e β >1 indica uma curva em forma de S (COSTA e LOBO, 2001; ZHANG 

et al., 2010). 
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1.3.5.7 Logistic 

 

Esse modelo foi desenvolvido da forma mais simples possível para 

evitar parâmetros não identificáveis (POMMIER et al., 2007). A Equação (12) de 

Logistic é expressa por (ZHANG et al., 2010): 

 𝑄(𝑡) = 𝑒𝛼+𝛽.log (𝑡)1+ 𝑒𝛼+𝛽.log (𝑡)                                                (12) 

 

Sendo Q(t) a fração cumulativa de fármaco; t o tempo de liberação; α = parâmetro de 

escala que define a escala de tempo do processo, que indica o intervalo de tempo no 

qual ocorrem 63,2% das falhas (ZHANG et al., 2010); β = parâmetro de forma da curva 

de dissolução, sendo que β < 1 indica uma curva parabólica, β = 1 indica uma curva 

exponencial e β >1 indica uma curva em forma de S (ZHANG et al., 2010). 
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Capítulo 2  

 
 

DESENVOLVIMENTO DE FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS CONTENDO 
QUERCETINA PARA AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA TÓPICA ANTI-HERPÉTICA 
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RESUMO 

 

O herpes é uma doença sem cura, que atinge uma grande parcela da população 

mundial, e pode causar feridas, dor, queimação, coceira, febre e dor de cabeça nas 

pessoas infectadas. Não existem vacinas eficazes contra essa infecção e os 

tratamentos convencionais utilizados, como o fármaco aciclovir, selecionaram cepas 

resistentes, dificultando o tratamento da doença. Compostos isolados de produtos 

naturais, tem demonstrado atividade antiviral, como a quercetina, que tem grande 

potencial para inibir o vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Um desafio desse 

composto é a sua baixa biodisponibilidade, que pode ser aumentada com a utilização 

da tecnologia de microencapsulação e posterior incorporação na dispersão percursora 

do filme bioadesivo, que tem como vantagens a facilidade de utilização, flexibilidade 

de dosagem, menor potencial de irritação e se mantém aderido ao local de ação, 

diminuindo a frequência de reaplicação do medicamento em comparação a outras 

formas farmacêuticas. Os objetivos do trabalho foram desenvolver filmes poliméricos 

bioadesivos contendo quercetina para serem utilizados como produtos anti-herpéticos 

e avaliar a qualidade, eficácia e segurança da forma farmacêutica. A quercetina tem 

grande potencial para obtenção de um bioproduto atóxico (CC50 28,90 µg/mL) com 

atividade anti-herpética (IC50 1,80 µg/mL para HSV-1-KOS e 1,08 µg/mL para HSV-1-

AR). Foram desenvolvidas 15 formulações e com base nas propriedades mecânicas 

(força de bioadesão e resistência à dobra), liberação do agente ativo, variação de 

massa e dosagem da quercetina, a formulação n° 8 foi escolhida e caracterizada por 

MEV, DSC, FTIR e pelas propriedades físico-químicas, e realizado o estudo de 

estabilidade. Essas formulações apresentaram aspecto homogêneo; propriedades 

mecânicas elásticas, pH semelhante ao da pele humana, bioadesividade, liberaram o 

agente ativo e demonstraram serem estáveis físico-quimicamente. Realizou-se os 

estudos de citotoxicidade e atividade antiviral in vivo, que mostraram que o filme 

polimérico contendo quercetina é seguro no tratamento dos processos inflamatórios 

causados pelo vírus HSV-1. 

 

Palavras-chave: flavonoide, planejamento fatorial, propriedades mecânicas, vírus. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que 3,7 bilhões de 

pessoas com menos de 50 anos, o equivalente a 67% da população mundial, tenham 

se infectado pelo vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), em 2016 (OMS, 2020).  

O HSV-1 tem um ciclo replicativo curto (horas) e contém grande 

genoma de DNA de fita dupla linear protegido por um capsídeo icosaédrico cercado 

por uma camada proteica denominada tegumento e envolto em um envelope contendo 

glicoproteínas virais (WHITLEY, 1996; ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021). Esse vírus 

possui capacidade de replicação em uma ampla variedade de tecidos hospedeiros 

(WHITLEY, 1996). 

O HSV infecta as células epiteliais da mucosa ou da pele e sua 

disseminação ocorre de célula a célula, causando infecção no local de contaminação, 

inflamação e dano tecidual (ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021). A infecção por HSV-1 

é caracterizada pela formação de vesículas na pele ou mucosa e sua transmissão 

ocorre devido ao contato direto no local da lesão, as pessoas infectadas podem ser 

assintomáticas ou apresentar, além das feridas, dor, queimação, coceira, febre e dor 

de cabeça (DEMIR et al., 2020). 

Este vírus estabelece latência nas células neurais, principalmente do 

sistema nervoso periférico e é frequentemente reativado com ou sem manifestações 

clínicas (BUXBAUM et al., 2003; ZHU e VIEJO-BORBOLLA, 2021). Na sua forma 

latente, o HSV-1 não pode ser detectado rotineiramente, a menos que sejam utilizadas 

sondas moleculares específicas (WHITLEY, 1996). 

Quando o HSV latente é reativado, o vírus percorre o nervo e 

eventualmente se localiza na pele, onde causa lise das células epidérmicas levando 

a lesões na pele ou excreção de vírus na ausência de lesões (MILLER et al., 2002). 

A infecção herpética não tem cura, nem vacinas, sendo o aciclovir o 

fármaco de referência para tratamento (RECHENCHOSKI et al., 2017). Atualmente, 

existem cepas resistentes a este ativo, dificultando o controle da doença (DEMIR et 

al., 2020). 

Uma alternativa aos tratamentos convencionais é a utilização de 

produtos naturais que possuem compostos com atividade antiviral, como a quercetina, 
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a qual pode ser utilizada no desenvolvimento de formulações eficazes, seguras e de 

baixo custo. 

A quercetina é um flavonoide presente em nossa alimentação diária 

que possui diversas atividades biológicas, sendo extensivamente estudada como um 

antiviral (ZAKARYAN et al., 2017). Este composto é eficaz na inibição de vários vírus 

como influenza A, B, dengue, hepatite C, rinovírus, Zika, Ebola, poliovírus tipo 1 e 

SARS-CoV-2 (BADSHAH et al., 2021; ZAKARYAN et al., 2017). A ação anti-HSV-1 já 

foi demonstrada in vitro, sugerindo inibição na expressão viral nas etapas iniciais como 

adsorção e penetração (HUNG et al., 2015), sendo um produto promissor no 

tratamento herpético.  

No entanto, a quercetina possui baixa solubilidade em água, o que 

reduz sua absorção percutânea no corpo, sendo necessário buscar alternativas para 

aumentar sua biodisponibilidade. Em um trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa, 

demonstrou que a microencapsulação da quercetina por coacervação complexa, 

utilizando o conjugado polimérico de caseína/pectina, melhorou a retenção cutânea 

da quercetina, aumentando o efeito antioxidante e anti-inflamatório (VALE et al., 

2021).   

Produtos de uso tópico costumam ser líquidos ou semissólidos. No 

entanto, nos últimos anos, observou-se o desenvolvimento de filmes poliméricos 

bioadesivos para a administração de fármacos (KATHE e KATHPALIA, 2017). Esses 

filmes devem ser baseados em polímero atóxico e biocompatível com o fármaco que 

será incorporado, também devem ser flexíveis, elásticos e resistentes a quebras 

devido ao estresse no local da aplicação (GARCÍA et al., 2017; SOUZA et al., 2013).  

Eles apresentam como vantagens grande área de aplicação, 

absorção de exsudatos, maior flexibilidade de dosagem e facilidade de uso, menor 

potencial de irritação, melhor aparência cosmética, permitem a interrupção imediata 

do tratamento por algum efeito colateral, maior simplicidade de fabricação e não 

precisam ser reaplicados como cremes, pomadas, loções e sprays (GARCÍA et al., 

2017; GUO et al., 2011; KATHE e KATHPALIA, 2017; OSHIRO JUNIOR et al., 2015; 

PEREIRA et al., 2014). A menor necessidade de reaplicação ocorre devido a 

bioadesão, que é a capacidade do material em aderir ao tecido biológico (SAHA et al., 

2020) promovendo a liberação do fármaco no local de tratamento. 

 Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivos desenvolver 

filmes poliméricos bioadesivos contendo quercetina para serem utilizados como 
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produto anti-herpético e avaliar a qualidade, eficácia e segurança da forma 

farmacêutica. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1  MATERIAIS 

 

2.2.1.1 Reagentes 

 

A quercetina (95% de pureza) foi obtida da Sanrisil (Itaquaquecetuba, 

São Paulo, Brasil); dimetilsulfóxido (DMSO), hidróxido de sódio, glicerol e cloreto de 

sódio, Anidrol (Diadema, São Paulo, Brasil); Kollicoat® IR, polivinilpirrolidona (PVP) e 

poloxamer 407 (P407), BASF®️ (São Paulo, São Paulo, Brasil); etanol absoluto, Tween 

20, cloreto de cálcio anidro, Synth (Diadema, São Paulo, Brasil); ácido cítrico e nitrato 

de magnésio hexahidratado, Dinamica (Indaiatuba, São Paulo, Brasil); cloreto de 

alumínio, BIOTEC®️ (São José dos Pinhais, Paraná, Brasil); Aciclovir 50 mg/g, CIMED 

(São Paulo, São Paulo, Brasil); Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), brometo 

de dimetil tiazol-difeniltetrazólio (MTT), Hematoxilina e Eosina, Sigma-Aldrich (San 

Luis, Missouri, EUA); papel indicador de pH, Merck (Darmstadt, Alemanha); Caseína, 

Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro); Pectina, CP Kelco (Limeira, São Paulo, 

Brasil); ketamina 100 mg/mL, Dechra (Londrina, Paraná, Brasil). 

  

2.2.1.2 Equipamentos 

 

Espectrofotômetro de microplacas ELx800, Biotek (Winooski, 

Vermont, EUA); espectrofotômetro Evolution 60, Thermo Scientific (Waltham, 

Massachusetts, EUA); centrífuga Baby® I 206-BL, Fanem (Guarulhos - São Paulo - 
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Brasil); pHmetro DM-22, Digimed (São Paulo, São Paulo, Brasil); agitador mecânico 

713D, Fisatom (São Paulo, São Paulo, Brasil); Ultra turrax T18 Basic, IKA (Staufen, 

Alemanha); ultrassom Q3.8/40, Ultronique (Indaiatuba, São Paulo, Brasil); estufa 171, 

Fabbe-primar (São Paulo, São Paulo, Brasil); estufa FD023UL, Binder World 

(Tuttlingen, Alemanha); estufa TE-393/2, Tecnal (Piracicaba, São Paulo, Brasil); 

estufa Incubadora de CO2 MCO-17 AC, Sanyo (Osaka, Osaka, Japão); analisador de 

textura TA-XT2plus, Stable Micro Systems (Surrey, Inglaterra); balança analítica 

AG204, Mettler Toledo (Barueri, São Paulo, Brasil); balança semi-analítica AD330, 

Marte (São Paulo, São Paulo, Brasil); agitador magnético de 15 pontos MAG-MULTI, 

Marte (São Paulo, São Paulo, Brasil); colorímetro CR-400, Konica Minolta (Chiyoda, 

Tóquio, Japão); Paquímetro Universal SOMET TCHECO; Sputter Coater SDC 050, 

BAL-TEC (Balzers, Liechtenstein); Microscópio Eletrônico de Varredura Quanta 200, 

FEI-PHILIPS (Hillsboro, Oregon, United States); Calorímetro de Varredura Diferencial 

DSC-60, SHIMADZU (Kyoto, Kyoto, Japan); espectrômetro FT-IR Vertex 70, Bruker 

(Atibaia, São Paulo, Brasil); e micrótomo semiautomático CUT 6062, SLEE® (Nieder-

Olm, Alemanha). 

 

2.2.2  ANÁLISE ANTI-HERPÉTICA E CITOTÓXICA DO COMPOSTO 

 

A quercetina foi diluída em 2% de DMSO e 98% de meio de cultura 

celular DMEM para obtenção da solução estoque. Os experimentos foram realizados 

no Laboratório de Virologia do Departamento de Microbiologia da Universidade 

Estadual de Londrina (UEL). 

 

2.2.2.1 Células e Vírus 

 

Para os ensaios antivirais foram utilizadas células Vero (epitélio de rim 

do macaco verde africano - Cercopithecus aethiops - ATCC CCL-81) cultivadas com 

meio DMEM 1x e 10% de Soro Fetal Bovino e tratadas com 2% de fungizona, 

penicilina/estreptomicina e glutamina. Foi utilizado o Herpes Simplex Virus sorotipo 1 
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cepa KOS (HSV-1-KOS), sensível ao aciclovir, e cepa AR (HSV-1-AR), resistente ao 

aciclovir, pertencentes ao Laboratório de Virologia da UEL. O estoque viral foi obtido 

por meio da inoculação dos vírus em culturas de células Vero e mantidos em ambiente 

de 37 ºC e 5% de CO2 até a observação de efeito citopático. Após isso, foram 

distribuídos em alíquotas e congeladas a -20 ºC. 

 

2.2.2.2 Citotoxicidade 

 

O ensaio de citotoxicidade, aplicado para verificar quais as 

concentrações da quercetina são seguras para uso nas células sem causar danos, foi 

realizado pelo método de MTT (brometo de dimetil tiazol-difeniltetrazólio). 

Primeiramente, células Vero foram cultivadas em microplacas de 96 poços até obter 

80 a 100% de confluência. Após isso, diferentes concentrações do composto (2000 a 

15,63 µg/mL) foram adicionadas às células e incubadas em ambiente de 37 ºC, 5% 

de CO2, por 72 h. Em seguida, foi adicionado MTT para corar as células viáveis. Após 

2 h, foi realizado leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 690 nm em 

espectrofotômetro de microplacas; foi realizado a leitura em 570 nm (comprimento de 

onda que o corante absorve radiação) e em 690 nm (absorvância de fundo, ela é 

realizada para reduzir erros analíticos). Posteriormente, com o uso de regressão 

linear, foi calculada a concentração citotóxica de 50% (CC50) do composto. 

 

2.2.2.3 Titulação Viral 

 

A titulação viral, na qual descobre-se o menor título no qual o vírus 

causa efeito citopático na célula, foi realizada pelo método de MTT. Inicialmente, foi 

realizado o cultivo de células Vero em microplacas de 96 poços até atingir 80 a 100% 

de confluência. Após, foram inoculados diversos títulos (10-1 a 10-6 µg/mL) de HSV-1-

KOS ou AR às células, as quais, posteriormente, foram incubadas em ambiente de 37 

ºC, 5% de CO2 por 72 h. Em seguida, foi adicionado MTT para corar as células viáveis. 

Após 2 h, foi realizado leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 690 



54 

nm em espectrofotômetro de microplacas. 

  

2.2.2.4 Ensaios Antivirais  

 

2.2.2.4.1 Ensaio simultâneo  

 

Os ensaios antivirais foram realizados pelo método de MTT e as 

células Vero foram cultivadas em microplacas de 96 poços até atingir 80 a 100% de 

confluência, sob ambiente de 37 ºC e 5% de CO2 por 72 h. Posteriormente, diluições 

da quercetina (100 a 0,0488 µg/mL) foram inoculadas simultaneamente ao vírus (HSV-

1-KOS e HSV-1-AR, nas diluições de 10-4 e 10-3 µg/mL, respectivamente) e às células 

Vero, e a microplaca foi incubada em estufa de 37 ºC e 5% de CO2 por 72 h. Em 

seguida, foi adicionado MTT para corar as células viáveis. Após 2 h, foi realizado 

leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 690 nm em 

espectrofotômetro de microplacas. Por meio de regressão linear foi calculado a 

concentração inibitória de 50% (IC50) e o índice de seletividade (IS) da quercetina. 

 

2.2.2.4.2 Testes de identificação do mecanismo de ação 

 

• Inibição da Adsorção: Após as células Vero atingirem 80 a 100% 

de confluência na microplaca, foram colocadas em ambiente de 4 ºC 

por 1 h. Posteriormente, diluições da quercetina (25 a 1,5 µg/mL) 

simultaneamente com os vírus (HSV-1-KOS e HSV-1-AR, nas 

diluições de 10-4 e 10-3 µg/mL, respectivamente) foram inoculados às 

células e recolocadas nas mesmas condições citadas. Após o período 

de 1 h, foi feita uma lavagem e adicionado 100 µL de meio DMEM e 

colocadas a 37 ºC, 5% de CO2 por 96 h. Em seguida, foi adicionado 

MTT para corar as células viáveis. Após 2 h, foi realizado leitura 
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colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 690 nm em 

espectrofotômetro de microplacas.  

• Virucida: Diluições da quercetina (25 a 1,5 µg/mL) 

simultaneamente com os vírus (HSV-1-KOS e HSV-1-AR, nas 

diluições de 10-4 e 10-3 µg/mL, respectivamente) foram colocados em 

banho maria, numa temperatura de 37 ºC, por 1 h. Após esse período, 

foram diluídos (1:10) e inoculados às células, as quais foram 

posteriormente incubadas em estufa de 37 ºC e 5% de CO2, por 96 h. 

Em seguida, foi adicionado MTT para corar as células viáveis. Após 2 

h, foi realizado leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 

e 690 nm em espectrofotômetro de microplacas. 

 

2.2.3  OBTENÇÃO DAS MICROCÁPSULAS 

 

As microcápsulas foram obtidas pelo método de coacervação 

complexa. Para isso, adicionou-se 100 mL de água ultrapura à 12,5 g de caseína e 

150 mL de água ultrapura à 12,5 g de pectina; posteriormente, elevou-se o pH de 

ambas as dispersões aquosas para 8,0 ± 0,1, gotejando-se uma solução de hidróxido 

de sódio 4 mol/L, sob agitação constante (50 rpm) utilizando-se um agitador mecânico. 

Em paralelo, dispersão aquosa (50 mL) de quercetina (5 g) foi preparada com auxílio 

do ultra turrax (1 min), seguido de ultrassom por 3 min. Em seguida, as três dispersões 

foram misturadas a 50 rpm e o pH foi reduzido de forma lenta e gradual para 3,7 ± 0,1 

pela adição de ácido cítrico 1,0 mol/L (BARACAT et al., 2012). 

 Para confirmar a encapsulação foi realizado a análise de eficiência de 

encapsulação (EE). Para isso, determinada quantidade de microcápsulas que 

continham quercetina foram adicionadas a 10 mL de etanol absoluto, agitadas 

manualmente e centrifugadas à 2400 rpm por 10 minutos. Foram realizadas 3 

extrações sequenciais e o teor de quercetina no sobrenadante foi quantificado pela 

técnica de complexação com cloreto de alumínio (AlCl3) a 2% em uma reação 1:1 

(amostra:AlCl3) incubada durante 1 h a temperatura ambiente. O complexo foi 

analisado em comprimento de onda de 420 nm com espectrômetro UV-vis. O branco 

foi constituído de etanol absoluto e AlCl3 2%, e as análises foram realizadas em 
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triplicata (JEMLI et al., 2016). A EE foi calculada pela Equação (1). 

 𝐸𝐸 = 𝑡𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑟𝑐𝑒𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎çã𝑜−𝑡𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑟𝑐𝑒𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒𝑡𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑟𝑐𝑒𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑥100    (1) 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde (PPGCS) do Centro de Pesquisa 

e Pós-graduação (CEPPOS) localizado no Centro de Ciências da Saúde (CCS) da 

UEL. 

 

2.2.4  OBTENÇÃO DOS FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS 

 

As dispersões poliméricas foram obtidas à temperatura ambiente. 

Para isso, realizou-se um planejamento fatorial 33 Box-Behnken com três pontos 

centrais (MYERS, MONTGOMERY e ANDERSON-COOK, 2009), totalizando 15 

experimentos (dispersões), que foram executados aleatoriamente. Utilizou-se 

Kollicoat® IR (3%, m/V) como matriz polimérica, glicerol (G) como plastificante, 

polivinilpirrolidona (PVP) (6%, m/m) como adesivo, poloxamer 407 (P407) como 

surfactante e microcápsulas de caseína/pectina contendo quercetina (QC) que 

auxiliam na dispersão do princípio ativo na formulação.  

As variáveis independentes foram as concentrações de G, P407 e QC, 

que tiveram concentrações variadas (Tabela 2.1), e as variáveis dependentes 

(respostas do planejamento) foram as medidas de resistência à dobra (RD), força de 

bioadesão (FB), variação de massa (VM), teor de quercetina (TQ) e teste de liberação 

(L). 

 As dispersões aquosas iniciaram-se com adição do glicerol e do PVP 

à água ultrapura, sob agitação constante (500 rpm) em agitador mecânico por 30 min. 

Em seguida, o Kollicoat® IR foi adicionado lentamente e a agitação de 500 rpm foi 

mantida por 30 min. Posteriormente, o P407 e as microcápsulas contendo QC foram 

adicionadas à dispersão, e a agitação (500 rpm) foi mantida por 6 h.  
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Tabela 2.1 – Matriz do planejamento fatorial 33 Box-Behnken com fatores codificados 
e seus níveis para a obtenção das 15 dispersões poliméricas (F1 a F15). 

Exp. 
QC  

(%, m/m) 
G  

(%, m/m) 
P407 

(%, m/m) 
F1 -1(0,21) -1(1,0) 0(1,5) 
F2 +1(0,41) -1(1,0) 0(1,5) 
F3 -1(0,21) +1(2,0) 0(1,5) 
F4 +1(0,41) +1(2,0) 0(1,5) 
F5 -1(0,21) 0(1,5) -1(0,5) 
F6 +1(0,41) 0(1,5) -1(0,5) 
F7 -1(0,21) 0(1,5) +1(2,5) 
F8 +1(0,41) 0(1,5) +1(2,5) 
F9 0(0,31) -1(1,0) -1(0,5) 

F10 0(0,31) +1(2,0) -1(0,5) 
F11 0(0,31) -1(1,0) +1(2,5) 
F12 0(0,31) +1(2,0) +1(2,5) 
F13 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 
F14 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 
F15 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 

Exp. = experimento; QC = quercetina; G = glicerol; P407 = poloxamer 407. 
Fonte: o próprio autor. 
 

Após esse período, as dispersões foram espalhadas em placas de 

policarbonato com área total de 28,27 cm2 (60 mm de diâmetro), deixadas em repouso 

durante 1 h, a temperatura ambiente, para remoção de bolhas. Posteriormente, as 

placas foram colocadas em estufa com circulação forçada de ar (171, Fabbe-primar), 

mantidas a temperatura de 43 ± 2 ºC e umidade relativa de 40 ± 2% por 24 h. Após 

avaliação visual, os filmes livres foram cortados em fragmentos circulares de 16 mm 

de diâmetro (2,01 cm2) com o auxílio de vazador de aço inoxidável, e mantidos, até o 

momento do uso, em dessecador a temperatura ambiente, e umidade relativa de 53 ± 

2% obtida com solução saturada de nitrato de magnésio hexahidratado (adaptado de 

COUTO et al., 2017). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 
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2.2.5  ASPECTO VISUAL 

 

Analisou-se as características macroscópicas das formulações a olho 

nu e os filmes selecionados foram aqueles que apresentaram aspecto homogêneo, 

cor uniforme e que não apresentaram partículas insolúveis, sinais de bolhas e quebras 

ou áreas frágeis. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.6  RESISTÊNCIA À DOBRA 

 

Cinco filmes de cada lote foram repetidamente dobrados 

manualmente no mesmo local até 300 vezes ou até se quebrar, sendo o número de 

vezes em que o filme pode ser dobrado no mesmo local sem se quebrar, o valor da 

resistência à dobra (LI et al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório 

de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.7  AVALIAÇÃO, EX VIVO, DA FORÇA BIOADESIVA 

 

2.2.7.1 Preparação da Pele de Suíno 

 

As peles para o teste foram obtidas por dissecação de orelhas de 

suínos, albinos e jovens, sendo esses recém abatidos. As peles foram lavadas com 

água, os pelos cortados e, posteriormente, essas foram dissecadas a fim de extrair a 

epiderme e a derme. Foram cortadas em tamanhos padronizados e adequados ao 

teste, sendo acondicionadas em filme plástico e papel alumínio e mantidas em 

congelador. No momento do uso, foram descongeladas à temperatura ambiente 

(LUNTER, ROTTKE e DANIELS, 2014). Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de Sistemas de Liberação de Fármacos 
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(LABSLiF) da Universidade Estadual de Maringá (UEM).  

 

2.2.7.2 Análise 

 

Utilizando um analisador de textura TA-XT2plus no modo de tensão, 

a força bioadesiva dos filmes (16 mm de diâmetro) foi avaliada ex vivo, por meio da 

força necessária para remover a pele (de suíno) a partir da formulação. A pele foi 

presa em um vial e esse foi fixado na probe. Na temperatura ambiente, uma amostra 

da formulação, previamente acondicionada, foi colocada sobre uma placa de petri, a 

qual foi abaixada até que a pele entre em contato com a superfície da amostra. 

Instantaneamente, uma força para baixo de 0,03 N foi aplicada por um tempo definido 

de 30 s, para assegurar o contato íntimo entre a pele e a amostra. A probe foi 

levantada com velocidade constante de 10,0 mm/s e a força necessária para remover 

a pele da superfície da formulação foi determinada como o valor resultante da curva 

força pelo tempo. Para todas as formulações, as medidas foram realizadas em 

triplicata (BRUSCHI et al., 2007). Os experimentos foram realizados no Complexo de 

Centrais de Apoio à Pesquisa (COMCAP) da UEM. 

 

2.2.8  VARIAÇÃO DE MASSA 

 

Oito amostras de filmes (16 mm de diâmetro) foram pesadas 

separadamente em balança analítica (AG204, Mettler Toledo), sendo determinadas 

as médias e o desvio padrão das massas obtidas. Os experimentos foram realizados 

no Laboratório de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.9  DETERMINAÇÃO DO TEOR DE QUERCETINA 

 

A análise do teor de quercetina foi realizada extraindo-se o fármaco 
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de oito filmes (16 mm de diâmetro) com 10 mL de etanol 80%, durante 5 min, sob 

ultrassom, e 10 min de centrifugação (2400 rpm), sendo o processo repetido até 

remoção completa do fármaco. O conteúdo do fármaco foi determinado por 

espectrofotômetro UV-visível, por complexação com AlCl3 a 2% em reação 1:1 

(amostra:AlCl3) incubada durante 1 h, a temperatura ambiente. O complexo foi 

analisado em comprimento de onda de 420 nm. O branco foi constituído de etanol 

80% e AlCl3 2%, e as análises foram realizadas em triplicata (JEMLI et al., 2016). Os 

experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS 

localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.10  TESTE DE LIBERAÇÃO 

2.2.10.1 Solubilidade da Quercetina 

 

 Foram preparados 10 mL de soluções saturadas de quercetina 

em tampão fosfato (pH 7,4) com diferentes concentrações de Tween 20 (0,0; 0,5; 1,0, 

1,5; 2,0 e 2,5%) para a escolha do meio de dissolução presente no compartimento 

receptor das células de difusão do tipo Franz. O conteúdo do fármaco foi determinado 

por espectrofotômetro UV-visível, por complexação com AlCl3 a 2% em reação 1:1 

(amostra:AlCl3) incubada durante 1 h, a temperatura ambiente. O complexo foi 

analisado em comprimento de onda de 420 nm. O branco foi constituído da solução 

de tampão com Tween 20 e AlCl3 2%, e as análises foram realizadas em triplicata 

(JEMLI et al., 2016). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa 

do PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.10.2 Estudo de Liberação 

 

 O compartimento receptor das células de difusão do tipo Franz, 

foi preenchido com 10 mL de tampão fosfato (pH 7,4) com 2% de Tween 20 e mantido 
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sob agitação magnética (50 rpm). Foi utilizada uma membrana de Nylon (0,45 µm) 

entre os compartimentos. O filme (16 mm de diâmetro) foi depositado sobre a 

membrana, no compartimento do doador. A água que circula nas células foi mantida 

em 32 °C (temperatura da superfície da pele) (KROMBHOLZ, LIU e LUNTER, 2021). 

O experimento foi conduzido por 12 h, e em intervalo de tempo predeterminado (30, 

60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360, 540 e 720 min), e após, 2 mL de solução foram 

retirados do compartimento do receptor e substituídos imediatamente pela solução do 

meio receptor. O conteúdo do fármaco foi determinado por espectrofotômetro UV-

visível, por complexação com AlCl3 a 2% em reação 1:1 (amostra:AlCl3) incubada 

durante 1 h, a temperatura ambiente. O complexo foi analisado em comprimento de 

onda de 420 nm. O branco foi constituído de tampão fosfato com 2% de Tween 20 e 

AlCl3 2%, e as análises foram realizadas em triplicata (JEMLI et al., 2016). Os 

experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS 

localizado no CCS da UEL. 

A quantidade de quercetina liberada acumulada (%) foi calculada pela 

Equação (2). 

 % 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑟𝑐𝑒𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =  𝑉1𝐶𝑖+ 𝑉2 ∑ 𝐶(𝑖−1)𝑚 . 100            (2) 

 

Sendo V1 o primeiro volume retirado; Ci a concentração inicial; V2 o volume retirado; 

ƩCi-1 somatório das concentrações subsequentes; e m a massa de quercetina na 

formulação.  

 Os dados de liberação do princípio ativo foram analisados pelo 

programa DDSolver, que é um suplemento gratuito do Excel que facilita a modelagem 

de dados usando métodos não lineares, sendo equipado com uma biblioteca que 

contém 40 modelos de dissolução integrados. Esse programa também permite 

comparar perfis de dissolução e reduz o tempo e os erros de cálculos (ZHANG et al., 

2010; ZUO et al., 2014). 

 

2.2.11  ANÁLISE ESTATÍTICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

 As análises estatísticas dos dados experimentais de resistência à 
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dobra, força de bioadesão, variação de massa, teor de quercetina e teste de liberação 

foram realizadas por ANOVA e regressão linear usando a Metodologia de Superfície 

de Resposta (MSR), empregando o módulo Visual General Linear Model (VGLM) do 

software Statistica 7 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA), sendo aplicada a equação polinomial 

quadrática, dada pela Equação (3), como função de resposta. Apenas os fatores com 

significância maior ou igual a 5% (p ≤ 0,05) foram considerados.  

 𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑥1 + 𝛽2𝑥2 + 𝛽3𝑥3 + 𝛽11𝑥12 + 𝛽22𝑥22 + 𝛽33𝑥32 + 𝛽12𝑥1𝑥2 + 𝛽13𝑥1𝑥3 + 𝛽23𝑥2𝑥3  (3) 

 

Sendo Y a variável dependente; β0 a constante do modelo; x1, x2 e x3 as variáveis 

independentes; β1, β2 e β3 os coeficientes lineares; β11, β22 e β33 os coeficientes 

quadráticos; e β12, β13 e β23 os coeficientes de interação. 

 

2.2.12  CARACTERIZAÇÃO DA FORMULAÇÃO DE FILME POLIMÉRICO 

 

Após a escolha da formulação que se adequou as propriedades de 

resistência à dobra, força de bioadesão, variação de massa, teor de quercetina e teste 

de liberação, com base no planejamento fatorial, foram realizados os testes para a 

caracterização da mesma. 

 

2.2.12.1 Cor 

 

O sistema de cor CIELab atribui números a cores utilizando o plano 

cartesiano (XYZ), como pode ser observado na Figura 2.1. A luminosidade (L*, eixo 

Z) varia de zero (preto) a 100 (branco), a coordenada vermelho/verde (a*, eixo X) varia 

de -120 (verde) a +120 (vermelho), e a coordenada amarelo/azul (b*, eixo Y) varia de 

-120 (azul) a +120 (amarelo) (DIMITROVA et al., 2022; LILLOTTE et al., 2021; LIN et 

al., 2019). A cor de cinco filmes (60 mm de diâmetro) foi medida, em triplicata, pelos 

parâmetros de cor CIELab com o auxílio de um colorímetro. As análises foram 

realizadas no Laboratório de tecnologia do Departamento de Ciência e Tecnologia em 
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Alimentos da UEL. 

 

Figura 2.1 – Sistema de cor CIELab. 
 

 
Fonte: o próprio autor. 

 

2.2.12.2 Espessura 

 

Foram realizadas 10 medições aleatórias, em cinco filmes poliméricos 

(60 mm de diâmetro) com o auxílio de paquímetro, em diferentes partes dos filmes, 

sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão (adaptado de COUTO et 

al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do PPGCS 

do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.12.3 Densidade 

 

 Após a secagem e medição da espessura, foi determinado a 
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densidade de cinco filmes (60 mm de diâmetro) utilizando-se a Equação (4) (adaptado 

de GUIDI et al., 2020). 

 

                                    𝑝 =  𝑚𝐴 𝑥 ℎ                                                        (4) 

 

Sendo p é a densidade (g/mL); m é a massa (g); A é a área da superfície (cm2); h é a 

espessura (cm) do filme. 

 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.12.4 pH da Superfície 

 

Três filmes (16 mm de diâmetro) foram intumescidos com água e o 

pH da superfície foi medido imediatamente após o gotejamento de água, com o uso 

de papel indicador de pH colocado sobre a superfície do filme intumescido (adaptado 

de LI et al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.12.5 Solubilidade em Água 

 

Três filmes (16 mm de diâmetro) foram colocados na estufa (TE-

393/2, Tecnal) a 100 °C, durante 24 h, para determinação da porcentagem inicial de 

matéria seca. Após pesagem, as amostras foram imersas em água ultrapura e 

agitadas por 24 h, em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram 

filtradas e secas novamente em estufa, 100 °C, durante 24 h, para determinar a massa 

da matéria seca que não dissolveu em água (adaptado de LUCENA et al., 2017). A 

solubilidade foi determina pela equação (5). 

 

                         𝑆 =  𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  𝑥 100                                           (5) 
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 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.12.6 Transmissão de Vapor de Água (TVA) 

 

A TVA foi determinada gravimetricamente, de acordo com as normas 

da ASTM E96-00 (ASTM, 2000). Três filmes (60 mm de diâmetro) foram colocados 

em células de permeação com uma abertura circular de 40 mm e selados de modo a 

garantir que a transferência de vapor de água ocorresse exclusivamente através do 

filme. 

O conjunto foi colocado em dessecador a 25 °C contendo solução 

saturada de cloreto de sódio (NaCl) que propiciou ambiente com 75% de UR, a célula 

de permeabilidade foi parcialmente preenchida com cloreto de cálcio anidro (CaCl2, 

0% UR) no seu interior. As células foram pesadas em balança semi-analítica (AD330, 

Marte) até a obtenção da taxa constante de ganho de massa.  As análises foram 

realizadas em triplicata. 

O coeficiente angular de cada reta foi calculado pela regressão linear 

no regime constante (R2 > 0,99) e a TVA foi calculada de acordo com a Equação (6). 

 𝑇𝑉𝐴 =  𝑚𝑡 . 𝑒𝐴.∆𝑝                                                    (6) 

 

Sendo TVA a transmissão de vapor de água do filme; m/t o coeficiente 

angular da reta (g/s); e a espessura do filme (m); A a área do filme (m2); Δp a diferença 

de pressão entre o ambiente contendo CaCl2 e o ambiente saturado com NaCl (2375,4 

Pa). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 
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2.2.12.7  Propriedades Mecânicas 

 

Cinco filmes foram cortados de modo a apresentarem 50 mm de 

comprimento e 20 mm de largura. Posteriormente, utilizando um analisador de textura 

TA-XT2plus com cela de carga de 5 kgf. Os filmes foram fixados com garras 

pneumáticas distanciadas inicialmente a 30,0 mm uma da outra e os parâmetros de 

resistência à tração, alongamento na ruptura e módulo de Young foram registrados 

durante a extensão do material a uma taxa de 0,80 mm/s. As análises foram realizadas 

no Laboratório de tecnologia do Departamento de Ciência e Tecnologia em Alimentos 

da UEL. 

 

2.2.12.8 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) da superfície dos filmes 

poliméricos, microcápsulas e quercetina 

 

Os filmes (com quercetina e branco), microcápsulas (com quercetina 

e branco) e quercetina foram colocados em stubs e recobertos com uma camada de 

aproximadamente 15 nm de ouro utilizando um Sputter Coater. Posteriormente, a 

superfície das amostras foi analisada por microscópio eletrônico de varredura, no 

aumento de 5000x, operando com um feixe de elétrons de 25 kV. As análises foram 

realizadas no Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálise (LMEM) da UEL. 

 

 

2.2.12.9 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

 

Para observar o perfil de degradação térmica dos filmes poliméricos, 

foram aquecidas 5 mg dos filmes branco e com quercetina em cadinho de alumínio 

com tampa perfurada, no intervalo de -60 a 50 °C e de 20 a 450 °C, com uma taxa de 

aquecimento de 10 °C/min, em fluxo de gás de nitrogênio, com vazão média de 25 

mL/min, utilizando o equipamento SHIMADZU DSC-60. As análises foram realizadas 
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no Laboratório de Espectroscopia (ESPEC) da UEL. 

 

2.2.12.10 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Com o intuito de verificar como os componentes dos filmes podem 

afetar os grupos funcionais observados da amostra foram obtidos espectros de FTIR, 

por meio de ATR, dos filmes (com e sem quercetina) e seus constituintes (Kollicoat® 

IR, PVP e P407), na faixa de 4000-400 cm-1, com resolução de 4 cm-1, utilizando-se 

um espectrômetro FT-IR Vertex 70 da Bruker. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Química Prebiótica do Departamento de Química da UEL. 

 

2.2.13  ESTUDO DA ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DOS FILMES POLIMÉRICOS 

 

Filme contendo quercetina e filme sem insumo ativo (60 mm de 

diâmetro) foram armazenados em placas de Petri (permeáveis à gases e a umidade), 

seladas com parafilme, nas temperaturas: 4 °C, ambiente (25 °C) e à 40 ºC (75% UR) 

por 6 meses (180 dias). Em intervalos de tempo pré-determinados (0, 7, 15, 30, 60, 

90 e 180 dias) as amostras foram analisadas por determinação do teor de quercetina 

e resistência à dobra para realização do estudo de estabilidade físico-química. O efeito 

significativo (p<0,05) da temperatura e do tempo na estabilidade foram avaliadas pelo 

teste de ANOVA de duas vias (two-way), seguido do teste de Tukey para comparação 

múltipla. As análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (version 

7.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão de triplicatas.  

A cinética da taxa de degradação da quercetina foi determinada 

plotando logaritmo da concentração de quercetina restante versus tempo (processo 

de primeira ordem). Os parâmetros cinéticos, como constante de taxa de degradação 

de ordem aparente (k), meia-vida (t1/2) e t90 (tempo em que 90% da concentração 

original da quercetina permanece inalterada) foram obtidos a partir das inclinações 

das linhas retas em cada temperatura. Cada experimento foi realizado em triplicata e 
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os valores médios foram tomados para a análise. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

2.2.14  AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXIDADE DO FILME  

 

Para averiguar a citotoxicidade da formulação escolhida, o filme de 16 

mm de diâmetro, foi dissolvido em 1 mL de DMEM, obtendo-se uma solução de 143,12 

µg/mL de quercetina. O ensaio foi realizado pelo método de MTT e as células Vero 

foram cultivadas em microplacas de 96 poços até obter 80 a 100% de confluência. 

Após isso, o filme dissolvido foi adicionado às células e incubado em ambiente de 37 

ºC, 5% de CO2, por 72 h. Em seguida, foi adicionado MTT para corar as células 

viáveis. Após 2 h, foi realizado leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 

e 690 nm em espectrofotômetro de microplacas. Os experimentos foram realizados 

no Laboratório de Virologia do Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

2.2.15  AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL 

 

O filme (16 mm de diâmetro), foi dissolvido em 1 mL de DMEM, 

obtendo-se uma solução de 143,12 µg/mL de quercetina. O ensaio foi realizado pelo 

método de MTT e as células Vero foram cultivadas em microplacas de 96 poços até 

obter 80 a 100% de confluência. Após isso, o filme dissolvido foi inoculado 

simultaneamente ao vírus (HSV-1-KOS e HSV-1-AR, nas diluições de 10-4 e 10-3 

µg/mL, respectivamente) e às células, as quais foram incubadas em estufa de 37 ºC 

e 5% de CO2 por 72 h. Em seguida, foi adicionado MTT para corar as células viáveis. 

Após 2 h, foi realizado leitura colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 690 

nm em espectrofotômetro de microplacas. Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Virologia do Departamento de Microbiologia da UEL. 
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2.2.16  ENSAIOS IN VIVO 

 

 Camundongos BALB/c, com peso variando de 22-27 g, passaram 

dois dias para ambientalização no biotério após o transporte, mantendo-se um ciclo 

claro-escuro de 12 h e 22 ± 2 ºC. Em relação à dieta foi mantida ração Nuvilab – CR1 

(fabricante Nuvital) e água ad libitum. Posteriormente, os animais foram anestesiados 

com ketamina (100 mg/kg) via intraperitoneal e após a verificação da anestesia, os 

pelos da região lombar dos animais foram retirados manualmente. Os experimentos, 

in vivo, foram realizados com aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Londrina (015.2022 e 068.2022).  

 

2.2.16.1 Determinação da Toxicidade do Composto 

 

Foi realizado o ensaio de irritação dérmica de acordo com a norma 

descrita no guia OECD nº 404 (OECD, 2002), para isso foram formados dois grupos 

com 6 (seis) animais cada. No grupo controle, nenhuma formulação foi aplicada e no 

grupo da irritação dérmica, foram aplicados filmes umidificados contendo quercetina 

(16 mm de diâmetro), três vezes ao dia, durante oito dias (tratamento aplicado no 

ensaio antiviral). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Virologia do 

Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

2.2.16.2 Ensaio Antiviral 

 

Após a remoção dos pelos dos animais ocorreu a inoculação com 

HSV-1 por escarificação (CARDOZO et al., 2013; GONSHO et al., 1990), com o auxílio 

de uma agulha de calibre 27 em vinte e quatro animais. Nesta região aconteceu a 

inoculação de 70 μL de vírus HSV-1-KOS.  

Após a inoculação viral, os animais foram divididos em quatro grupos 

com seis camundongos cada e receberam diferentes tratamentos, três vezes ao dia, 



70 

durante oito dias. Os grupos analisados foram: 1) sem tratamento (controle viral); 2) 

tratamento com aciclovir (controle positivo); 3) filme sem quercetina (umidificado, 16 

mm de diâmetro) e 4) filme contendo quercetina (umidificado, 16 mm de diâmetro). 

As alterações foram observadas diariamente de acordo com o 

desenvolvimento das lesões na pele, sendo classificadas conforme Cardozo et al. 

(2013): 0 - sem lesões visíveis; 1 – presença de vesículas; 2 - erosão ou ulceração da 

vesícula; 3 - lesões zosteriformes leves; 4 - lesões zosteriformes moderadas; 5 - 

lesões zosteriformes severas. Ao final, os camundongos de cada grupo foram 

pesados e eutanasiados, por meio de injeção de ketamina (229 mg/Kg), via 

intraperitonial. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Virologia do 

Departamento de Microbiologia da UEL.  

 

2.2.16.3 Análise Histológica 

 

 Ao término do experimento, todos os animais utilizados nos ensaios 

de irritação dérmica e ensaio antiviral foram eutanasiados por meio de Ketamina (229 

mg/Kg) – via intraperitoneal, com posterior remoção da área lesionada de pele para 

avaliação histotológica descritiva. Os fragmentos de tecidos cutâneos coletados foram 

fixados em formalina 10% tamponada neutra pH 7,2, por 24 h. Posteriormente, foram 

transferidos para solução hidroalcóolica 70% e subsequentemente foram 

desidratados e embebidos em parafina. O material parafinado foi cortado em 

micrótomo semiautomático e as lâminas produzidas com espessura de 5 µm, que 

foram processadas e coradas em Hematoxilina e Eosina, para avaliação das 

alterações histológicas. Desta forma, as lâminas foram lidas em microscópio óptico e 

foi definido um score lesional a partir de todas as alterações encontradas na pele dos 

camundongos: 1) gravidade leve: hiperqueratinização, hiperplasia epidérmica e 

esponginose; 2) gravidade moderada: inflamação da epiderme, inflamação da derme 

e de inflamação da hipoderme; e 3) gravidade severa: necrose da epiderme e necrose 

da derme. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Patologia Animal 

do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da UEL. 
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2.2.17  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Diferenças estatísticas significativas (p<0,05) foram avaliadas pelo 

teste de teste t-Student, ou ANOVA de uma via (one-way), seguido do teste de Tukey 

para comparação múltipla utilizando o software GraphPad Prism (versão 7.0, 

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão de triplicatas. 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.3.1  AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE E DO ENSAIO ANTIVIRAL DA 

QUERCETINA 

 

A Quercetina apresentou concentração citotóxica (CC50) de 28,90 

µg/mL e os resultados de titulação viral mostraram que as diluições de 10-4 e 10-3 

foram as que causaram efeito citopático em mais de 50% das células para os vírus 

HSV-1-KOS e HSV-1-AR, respectivamente. 

No ensaio simultâneo, esse flavonoide apresentou atividade antiviral 

em baixa concentração (6,25 µg/mL) para ambas as cepas de HSV-1, a porcentagem 

de inibição viral, na referida concentração foi de 100% para HSV-1-KOS e 97,9% para 

HSV-1-AR. Para o HSV-1-KOS, a quercetina apresentou concentração inibitória de 

50% (IC50) de 1,80 µg/mL e Índice de Seletividade (IS) de 16,05. E para o HSV-1-AR, 

seu IC50 foi de 1,08 µg/mL e o IS de 26,76. O IS é o valor que estima a segurança do 

fármaco, ele é calculado pela razão CC50/IC50 e quanto maior é seu valor, maior é a 

segurança do fármaco nas células analisadas (DEZENGRINI et al., 2010). 

Na literatura observa-se valores variados para a quercetina, Bidone et 

al. (2015) encontrou resultados próximos ao deste trabalho (CC50 = 25,34 µg/mL, IC50 

= 7,93 µg/mL, IS = 3,00), enquanto Chiang et al. (2003) encontrou valores mais altos 

(CC50 = 496,90 µg/mL, IC50 = 22,60 µg/mL, IS = 22,00).  



72 

O teste de inibição da adsorção mostrou que a quercetina nas 

concentrações de 1,5 a 25 μg/mL inibiu de 84 a 100% o vírus HSV-1-KOS e de 68 a 

100% o vírus HSV-1-AR. No teste virucida, as mesmas concentrações de quercetina, 

mostraram inibição de 87,5 a 100% para o vírus HSV-1-KOS e de 6 a 21% para o 

vírus HSV-1-AR. Estes resultados corroboram com a literatura, que sugere que a 

quercetina atua no estágio de adsorção do vírus na célula, possivelmente inibindo a 

glicoproteína D (nas duas cepas) e a replicação viral (HSV-1-KOS) (DI PETRILLO et 

al., 2021; LEE et al., 2017; SAND et al., 2021; SICURELLA et al., 2022). 

 

2.3.2  OBTENÇÃO DOS FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS 

 

As características macroscópicas das quinze formulações (F1 a F15) 

obtidas com o planejamento fatorial podem ser visualizadas na Figura 2.2. Observa-

se que os filmes poliméricos obtidos foram semelhantes visualmente, sem marcas de 

bolhas e quebras, e com coloração uniforme.  

A matriz do planejamento fatorial 33 Box-Behnken e os resultados das 

variáveis dependentes: resistência à dobra (RD), força de bioadesão (FB), variação 

de massa (VM), dosagem dos teores de quercetina (TQ) e teste de liberação (L), são 

mostrados na Tabela 2.2. 

A resistência à dobra e a bioadesão são propriedades mecânicas 

importantes de filmes poliméricos. Para desempenhar seu papel eles precisam aderir 

ao tecido biológico, sem quebrar no momento de aplicação e ao longo do tempo de 

uso. O menor valor de dobra foi obtido para a formulação 12 (228) e à dobra máxima 

analisada (300) foi obtida para as formulações 2, 3, 6, 7, 9, 10, 11, 14 e 15. Para a 

bioadesão observou-se que a formulação que precisa de mais força para se desgrudar 

da pele é a 5 (0,1212 N) e a que precisa de menor força é a 1 (0,0699 N). As análises 

estatísticas mostraram que nenhuma das variáveis independentes estudadas 

apresentaram efeito significativo na resistência à dobra e na bioadesão, e dessa forma 

essas variáveis não podem explanar o porquê dos valores diferentes entre as 

formulações. 
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Figura 2.2 – Características macroscópicas dos 15 filmes poliméricos (F1 a F15) obtidos utilizando o planejamento fatorial 33 Box-
Behnken compostos por Kollicoat® IR, glicerol, PVP, P407 e microcápsulas contendo quercetina. 

      

F1 F2 F3 F4 F5 

     

F6 F7 F8 F9 F10 

     

F11 F12 F13 F14 F15 

Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 2.2 – Matriz do planejamento fatorial 33 Box-Behnken com fatores codificados e seus níveis resultando em 15 formulações 
(F1 a F15) e os resultados das variáveis dependentes: resistência à dobra (RD), força de bioadesão (FB), variação de massa (VM), 
dosagem dos teores de quercetina (TQ) e teste de liberação (L). 

 Variáveis independentes  Variáveis dependentes 

Exp. 
QC 
(%) 

G 
(%) 

P407 
(%) 

RD FB 
(N) 

VM 
(mg) 

TQ 
(µg) 

L* 
(%) 

F1 -1(0,21) -1(1,0) 0(1,5) 285 ± 34 0,0699 ± 0,0029 27,6 ± 10,6 58,59 ± 8,35 13,80 ± 1,96 

F2 +1(0,41) -1(1,0) 0(1,5) 300 ± 0 0,0870 ± 0,0027 32,5 ± 6,7 163,50 ± 19,45 14,56 ± 4,45 

F3 -1(0,21) +1(2,0) 0(1,5) 300 ± 0 0,0906 ± 0,0033 27,7 ± 9,5 56,71 ± 5,99 25,63 ± 8,15 

F4 +1(0,41) +1(2,0) 0(1,5) 299 ± 3 0,0768 ± 0,0051 30,6 ± 7,9 149,11 ± 18,13 17,22 ± 2,69 

F5 -1(0,21) 0(1,5) -1(0,5) 292 ± 18 0,1212 ± 0,0076 29,3 ± 9,9 51,52 ± 8,80 21,20 ± 7,52 

F6 +1(0,41) 0(1,5) -1(0,5) 300 ± 0 0,1085 ± 0,0076 30,8 ± 7,7 141,08 ± 12,95 30,28 ± 17,04 

F7 -1(0,21) 0(1,5) +1(2,5) 300 ± 0 0,0837 ± 0,0098 30,4 ± 9,9 58,68 ± 8,19 25,69 ± 13,17 

F8 +1(0,41) 0(1,5) +1(2,5) 293 ± 16 0,0757 ± 0,0070 29,9 ± 10,8 143,12 ± 9,39 32,52 ± 10,61 

F9 0(0,31) -1(1,0) -1(0,5) 300 ± 0 0,0797 ± 0,0011 29,4 ± 6,8 92,19 ± 13,63 29,67 ± 8,09 

F10 0(0,31) +1(2,0) -1(0,5) 300 ± 0 0,0834 ± 0,0013 32,2 ± 10,5 91,45 ± 11,00 15,17 ± 1,03 

F11 0(0,31) -1(1,0) +1(2,5) 300 ± 0 0,0852 ± 0,0033 33,8 ± 8,3 96,22 ± 12,14 21,59 ± 8,00 

F12 0(0,31) +1(2,0) +1(2,5) 228 ± 100 0,0783 ± 0,0070 25,8 ± 11,9 98,15 ± 11,02 29,20 ± 5,67 

F13 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 269 ± 69 0,0764 ± 0,0033 29,0 ± 5,9 82,42 ± 8,23 20,14 ± 4,25 

F14 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 300 ± 0 0,0859 ± 0,0054 30,4 ± 2,9 74,03 ± 8,89 16,93 ± 3,77 

F15 0(0,31) 0(1,5) 0(1,5) 300 ± 0 0,1048 ± 0,0022 31,2 ± 5,7 91,79 ± 8,85 18,01 ± 7,68 
QC = quercetina; G = glicerol; P407 = poloxamer 407. 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de triplicatas reais. 
*Maior % de quercetina liberada acumulada em 12 h de experimento. 
Fonte: o próprio autor. 
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O Kollicoat® IR é um copolímero que forma filmes flexíveis devido ao 

fato de não haver migração do plastificante em sua estrutura química (SALEHI e 

BODDOHI, 2019), no entanto o uso de plastificantes como o glicerol pode aumentar a 

resistência à dobra de filmes que contenham Kollicoat® IR, como demonstrado por 

Mali, Patil e Chellampillai (2022). 

Os compostos utilizados na preparação dos filmes são constituídos 

por grupamentos hidroxila e carbonila que formam interações interatômicas com a 

pele, gerando a bioadesão. Vecchi et al. (2020) obtiveram filmes mucoadesivos 

compostos por PVA, PVP e P407 e analisaram a força de bioadesão em disco de 

mucina; esses autores encontraram valores mais elevados do que os deste trabalho, 

no entanto, eles utilizaram concentrações maiores dos polímeros e testaram em tecido 

biológico mais úmido do que a pele. 

A variação de massa apresentou valores de 25,8 mg (formulação 12) 

a 33,8 mg (formulação 11). Os resultados da ANOVA (dados não mostrados) 

demonstraram que somente a interação entre glicerol e P407 apresentaram efeito 

significativo (p<0,05) e negativo na variação de massa. As interações entre variáveis 

independentes podem ser sinérgicas, apresentando efeito positivo significativo na 

variável dependente, ou antagonistas, apresentando efeito significativo negativo 

(PERECIN e CARGNELUTTI FILHO, 2008). 

Para a dosagem dos teores de quercetina, observou-se que a 

dispersão dos componentes da formulação não foi uniforme em todos os filmes 

poliméricos, sendo que as formulações do nível -1 apresentaram valores mais 

próximos entre si, do que os outros dois níveis. Os resultados de ANOVA (dados não 

mostrados) demonstraram que a concentração de quercetina teve efeito linear 

positivo, indicando que quanto maior a concentração de quercetina adicionada no 

filme, maior é a dosagem encontrada, e efeito quadrático negativo; e que a 

concentração de glicerol também teve efeito quadrático negativo, que pode indicar 

mudança na difusidade do filme (SKALSKY e PETEREIT, 2017). 

Antes de realizar o teste de liberação foi necessário analisar a 

solubilidade da quercetina no líquido presente no compartimento receptor das células 

de difusão do tipo Franz. Em 10 mL das soluções contendo 0,0; 0,5; 1,0, 1,5; 2,0 e 

2,5% de Tween 20, solubilizou 6,83; 123,25; 227,49; 326,81; 444,66; 505,59 µg de 

quercetina, respectivamente. Optou-se pela solução contendo 2,0% de Tween 20 para 

garantir que o meio de dissolução não saturasse (sink conditions), reduzindo os erros 



76 

da análise (LIU et al., 2013).     

Observa-se na Figura 2.3, que o perfil de liberação apresenta duas 

cinéticas. Primeiramente, ocorreu liberação rápida com o máximo de liberação 

acumulada (Tabela 2.2) em 60 min para os filmes 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12 e 14, e em 90 

min para os filmes 6, 7, 9, 11, 13 e 15. Posteriormente, ocorre o decaimento da dose 

liberada até 6 h de liberação e, em seguida, o teor permanece constante até 12 h. 

Essa liberação rápida, também chamada de dose de ataque, é importante para o 

agente ativo iniciar o efeito terapêutico, por atingir rapidamente a concentração-alvo 

do fármaco. Posteriormente, observa-se o efeito da dose de manutenção, que garante 

que o princípio ativo, mantenha sua função (LÊ et al., 2020). 

 

Figura 2.3 – Resultados dos perfis de liberação dos quinze filmes analisados (F1 a 
F15). 

 
Fonte: Próprio autor. 

  

Utilizando-se o programa DDSolver foi possível modelar esses dados. 

Até o tempo de 90 min, os dados de liberação foram modelados por Korsmeyer-

Peppas, que mostrou que a maioria das formulações apresenta liberação quasi-

Fickiana (n < 0,5), a formulação 11 apresentou liberação de difusão Fickiana (n = 0,5) 

e as formulações 6, 9 e 15 tiveram liberação não-Fickiana (transporte anômalo, 0,5 < 

n < 1,0) (KORSMEYER et al., 1983; MARANI, BLOISI e PETRI, 2015; RITGER e 
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PEPPAS, 1987). De 90 a 720 min, observou-se que as formulações 4, 8 e 13 foram 

modeladas pelo modelo Weibull e as demais pelo modelo Logistic. Não foi possível 

relacionar as diferentes cinéticas com os parâmetros avaliados (G, QC e P407). 

Os resultados do teste de liberação mostraram que somente os filmes 

6 (2,06 µg/mL) e 8 (2,38 µg/mL) liberaram uma dose acima do IC50 da atividade 

antiviral do vírus HSV-1-KOS (1,80 µg/mL) ao longo das 12 h de experimento. A 

análise de comparação de semelhança (F2) entre esses dois perfis deu negativa (F2 

= 40,94), o que era esperado pela comparação visual das curvas (Figura 2.4) e pelas 

diferentes cinéticas observadas entre eles (Tabela 2.3). Até 90 min, o filme 6 libera a 

quercetina por difusão não-Fickiana (0,5 < n < 1,0), enquanto que o filme 8 libera pela 

difusão quasi-Fickiana (n < 0,5), observa-se também que o filme 8 possui uma taxa 

de liberação (k) mais rápida que filme 6; e possui tempo de liberação de 50% (T50) do 

princípio ativo maior. De 90 a 720 min, os dois filmes também possuem cinéticas 

diferentes, o filme 6 foi modelado por Logistic (R² = 0,73) e o filme 8 foi modelado por 

Weibull (R² = 0,85). Esses modelos apresentam os fatores α e β. O fator α é o 

parâmetro de escala, que indica o intervalo de tempo no qual ocorrem 63,2% das 

falhas (ANIL KUMAR et al., 2003; ZHANG et al., 2010), em ambos os filmes se 

observou intervalos de tempo curtos, sendo α = 1,02 para filme 6 e α = 0,91 para filme 

8. O fator β é o parâmetro de formato da curva de dissolução, sendo que β < 1 indica 

uma curva parabólica, β = 1 indica uma curva exponencial e β >1 indica uma curva 

em forma de S (COSTA e LOBO, 2001; ZHANG et al., 2010); para ambos os filmes 

se observou formato de curva parabólica. Outro parâmetro obtido foi o tempo de 

liberação de 50% (T50) do princípio ativo, que foi maior para o filme 8. 

Os resultados de ANOVA (dados não mostrados) demonstraram que 

o P407 teve um efeito quadrático negativo em todos os tempos de liberação. No tempo 

de 30 minutos, observou-se outros efeitos significativos: as interações G*P407 e 

QC*P407 e o P407 tiveram um efeito positivo, este último indicando que quanto maior 

a concentração do tensoativo, maior foi a liberação nesse tempo. No tempo de 12 h, 

a interação G*P407 também teve um efeito positivo na resposta analisada. 
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Figura 2.4 – Comparação do perfil de liberação dos filmes F6 (●) e F8 (■). 
 

 
Fonte: o próprio autor. 

 

Tabela 2.3 – Parâmetros cinéticos da liberação da quercetina das formulações 6 e 8. 

Modelo Parâmetros Filme 6 Filme 8 
Korsmeyer-Peppas R² 0,93 0,96 

 K (min-n) 0,79 14,27 
 N 0,97 0,17 
 T50 (min) 608,43 1389,18 

Weibull R² 0,71 0,85 
 α (min) 2,22 0,91 
 Β -0,33 -0,33 
 Ti (min) 42,00 45,00 
 T50 (min) 61,83 68,17 

Logistic R² 0,73 0,82 
 α (min) 1,02 1,28 
 Β -1,04 -1,06 
 T50 (min) 30,25 34,80 

R² = coeficiente de correlação k = constante de taxa de liberação do princípio ativo; n = expoente de 
difusão; α = parâmetro de escala que define a escala de tempo do processo; β = parâmetro de forma 
da curva de dissolução (exponencial (β = 1), em forma de S (β >1) ou parabólica (β < 1)); Ti = é o tempo 
de atraso da dissolução do fármaco; T50 = tempo de liberação de 50% do princípio ativo. 
Fonte: o próprio autor. 

 

A matriz de correlação entre as variáveis dependentes (dados não 

mostrados) indicou correlação positiva entre a resistência à dobra e a variação de 

massa (R² = 0,69), esse resultado sugere que os fatores que afetam o parâmetro de 

variação de massa como quantidade de aditivos e presença ou ausência de partículas 
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insolúveis interferem diretamente nas propriedades mecânicas do material, como a 

resistência à dobra (TAKEUCHI et al., 2020). Observou-se também correlação 

negativa entre a resistência à dobra e a liberação do princípio ativo no tempo de 30 

minutos (R² = -0,70), sugerindo que quanto mais o filme polimérico é resistente à 

dobra, menor é a liberação inicial da formulação; os dados de ANOVA mostraram que 

quanto menos P407 tem na formulação, menor é a liberação da quercetina em 30 

minutos. A menor concentração de surfactante, diminui as atrações intermoleculares 

entre cadeias poliméricas adjacentes, o que aumenta a flexibilidade do filme, tornando 

mais resistente à dobra (RODRÍGUEZ et al., 2006; WANG et al., 2019). As demais 

correções com R²>0,6 ocorreram entre os tempos de liberação estudados.  

Como as formulações 6 e 8 foram as que liberaram acima do IC50, 

optou-se por uma delas. Essas formulações foram muito semelhantes em relação as 

respostas avaliadas, apresentando diferença estatística (p<0,05) apenas para a força 

de bioadesão. Apesar do filme 8 apresentar valor de força de bioadesão menor do que 

o 6, ele adere bem a pele e teve aparência visual melhor que o filme 6 como observa-

se na Figura 2.2, o que agrega valor quando esta formulação é avaliada como um 

produto a ser comercializado. Desta forma, a formulação escolhida para prosseguir 

com os testes foi a número 8.  

 

2.3.3  CARACTERIZAÇÃO DO FILME POLIMÉRICO SELECIONADO (N° 8) 

 

Os resultados da caracterização do filme polimérico n° 8 estão 

demonstrados na Tabela 2.4. 

Os resultados referentes ao sistema de cor CIELab apresentaram 

diferença estatística entre os filmes com e sem quercetina. Ambos os filmes 

apresentaram elevados valores de luminosidade, esse resultado já era esperado 

devido ao fato de os filmes apresentam transparência (Figura 2.2) e serem analisados 

sobre uma superfície branca. Os resultados da coordenada a* foram negativos, 

indicando que por essa coordenada ambos os filmes apresentam leve tom de verde; 

enquanto que os resultados da coordenada b* foram positivos (amarelo) para os filmes 

de quercetina e negativos (azul), próximos a zero para o filme branco. 
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Tabela 2.4 – Resultados da caracterização do filme polimérico n° 8 obtidos nas 
análises de cor (luminosidade, coordenada vermelho/verde e coordenada 
amarelo/azul), espessura, densidade, pH, solubilidade, permeação de vapor de água 
e propriedades mecânicas (módulo de Young, resistência a tração e alongamento na 
ruptura). 

Característica FQ FB 

Luminosidade 93,28 ± 0,55a 94,88 ± 0,49b 

Coordenada vermelho/verde -9,25 ± 0,90a -2,00 ± 0,76b 

Coordenada amarelo/azul 19,25 ± 2,07a -0,26 ± 0,24b 

Espessura (mm) 0,19 ± 0,01a 0,19 ± 0,01a 

Densidade (g/mL) 0,81 ± 0,04a 0,81 ± 0,03a 

pH 6 ± 0a 6 ± 0a 

Solubilidade (%) 99,53 ± 0,44a 97,47 ± 0,92b 

TVA (10-10 g/msPa) 2,36 ± 0,37a 2,55 ± 0,00a 

Módulo de Young (Mpa) 33,74 ± 2,20a 33,36 ± 6,22a 

Resistência a Tração (N/mm²) 3,08 ± 0,38a 2,74 ± 0,44a 

Alongamento na ruptura (%) 17,83 ± 2,95a 16,24 ± 3,11a 
FQ = filme com quercetina e FB = filme branco. 
As letras diferentes representam diferença estatística p < 0,05, e os resultados foram expressos como 
média ± desvio padrão de triplicatas reais. 
Fonte: o próprio autor. 

 

A presença da quercetina não alterou os valores de espessura, 

densidade e pH entre os filmes. Siddiqui et al. (2022) avaliou filmes formados por 

Kollicoat® IR e concluíram que a espessura varia de acordo com a quantidade de 

polímero presente no filme. Os mesmos autores avaliaram o pH dos filmes e 

encontraram valores entre 5 e 6, corroborando com este trabalho. A densidade dos 

filmes é justificada pelas variáveis massa, espessura e área de cada filme, que foram 

semelhantes entre filmes com e sem quercetina. 

Ambos os filmes analisados são altamente solúveis em água, assim 

como os compostos que os constituem em maior proporção: Kollicoat® IR, glicerol, 

PVP e P407, respaldando os resultados obtidos. 

Os filmes obtidos apresentaram baixos valores de transmissão de 

vapor de água, menores inclusive que filmes de PVA puro (6,97.10-7 g/msPa) 

(SÁNCHEZ-GUTIÉRREZ et al., 2021). Essa análise mensura a capacidade das 

moléculas de água de penetrarem o filme, e essa capacidade depende de fatores 

como a afinidade hidrofílica do material e da interação intermolecular entre os 

polímeros presentes no filme (CAZÓN, VÁZQUEZ e VELAZQUEZ, 2018). 

Os resultados relacionados ao módulo de Young, resistência a tração 



81 

e alongamento na ruptura fornecem informações sobre a resistência e deformação 

elástica do material, sendo que os resultados obtidos paras as amostras mostram que 

os filmes preparados neste trabalho possuem elasticidade. Os atributos de tração 

ideais para filmes poliméricos orodispersíveis são módulo de Young < 550 Mpa, 

resistência a tração > 2 N/mm² e alongamento na ruptura > 10% (GUPTA et al., 2021). 

Łyszczarza et al. (2020) produziram filmes de Kollicoat® IR com glicerol em maior 

proporção ao utilizado nesse trabalho e encontraram valores semelhantes de 

alongamento na ruptura e valores mais altos de módulo de Young e resistência a 

tração, indicando que o aumento desses polímeros torna o material mais rígido. 

 

2.3.3.1 MEV da superfície dos filmes poliméricos, microcápsulas e quercetina 

  

As micrografias da superfície das amostras analisadas são mostradas 

na Figura 2.5. Observa-se que os filmes (Figuras 2.5 A e B) apresentam as mesmas 

estruturas cristalinas que são o P407 (ALVES et al., 2018), o que indica que esse 

polímero não interage em nível molecular com os demais polímeros. Vecchi et al. 

(2020), obtiveram filmes constituídos por PVA, PVP e P407 e as micrografias da 

superfície dos filmes, apresentaram áreas lisas com poucas partículas. 

A Figura 2.5 C mostra que alguns cristais de quercetina não foram 

microencapsulados (a eficiência de encapsulação foi de 73,98 ± 5,77%) e que o 

polímero coalesce em comparação com as microcápsulas sem o fármaco (Figura 2.5 

D). Na Figura 2.5 E verifica-se que os cristais de quercetina apresentam formato de 

agulha como reportado na literatura (SETYAWAN et al., 2018).  
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Figura 2.5 – MEV do (A) filme com quercetina microencapsulada, do (B) filme branco, 
da (C) microcápsula com quercetina, da (D) microcápsula branca e da (E) quercetina. 

 

  

(A) (B) 

  

(C) (D) 

 

(E) 

Fonte: o próprio autor. 
 

2.3.3.2 DSC 

 

 Na Figura 2.6 observa-se o perfil de degradação térmica dos filmes 

analisados. As curvas de DSC de -60 a 50 °C (Figura 2.6 A) mostram mudança da 

linha de base em aproximadamente -6 °C que indicam a temperatura de transição 
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vítrea (Tg) da formulação. A presença de plastificantes pode reduzir a Tg dos 

polímeros, o PVA puro tem Tg de 92 °C. No entanto, quando misturado com o PEG 

formando o Kollicoat® IR, a Tg é reduzida para 45 °C (FOUAD et al., 2011). Nos filmes 

foram adicionados glicerina, podendo reduzir a Tg para -6 °C. 

As curvas de DSC de 20 a 450 °C (Figura 2.6 B) apresentaram quatro 

eventos térmicos. O primeiro, representado pelo pico endotérmico em 

aproximadamente 70 °C, pode ser caracterizado por desidratação. O segundo evento 

térmico, em aproximadamente  200 °C, é referente ao ponto de fusão do álcool 

polivinílico presente no Kollicoat® IR (MALI, PATIL e CHELLAMPILLAI, 2022). Os 

demais eventos, processo endotérmico em aproximadamente 300 °C e exotérmico em 

aproximadamente 420 °C, indicam perdas de componentes e degradação dos 

polímeros. Observa-se também que os eventos do filme com quercetina estão 

levemente deslocados para a direita em comparação com o filme branco, isso sugere 

a presença de interações intermoleculares da quercetina com os polímeros, 

aumentando ligeiramente a estabilidade térmica da formulação.  

 

Figura 2.6 – Perfil de degradação térmica obtido por DSC do (-) filme com quercetina 

e do (-) filme branco nos intervalos de temperatura de (A) -60 a 50 °C e (B) 20 a 450 

°C. 

  

(A) (B) 

Fonte: o próprio autor. 
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2.3.3.3 FTIR 

 

 Os espectros de FTIR (Figura 2.7) obtidos para verificar como os 

componentes dos filmes podem afetar os grupos funcionais observados na amostra, 

mostraram que as bandas dos filmes (com e sem quercetina) não apresentam 

diferenças de bandas e/ou intensidades, e são predominantemente as mesmas do 

Kollicoat® IR, que é o polímero mais abundante. 

Na Figura 2.7 observa-se bandas largas e intensas centradas em 

3650-3000 cm-1, atribuídas ao estiramento O-H de álcoois. Uma banda em 2890 cm-1 

característico de estiramento Csp3-H; uma banda em 1650 cm-1, correspondente ao 

estiramento C=O da carbonila do grupo funcional amida do polímero PVP; uma banda 

em 1450 cm-1, atribuída ao dobramento CH3; o sinal em 1340 cm-1, decorrente do 

dobramento C-H; o sinal intenso em 1100 cm-1 é atribuído a vibração de estiramento 

C-O; e as bandas em 960 e 840 cm-1, são referentes ao dobramento CH2 

(ABDELGHANY et al., 2015; FOUAD et al., 2011; MASOOD, ANSARI e AFZAL, 2021; 

PAVIA et al., 2010). 
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Figura 2.7 – FTIR dos (A) filmes sobrepostos com Kollicoat® IR, dos (B) filmes 
sobrepostos com PVP, dos (C) filmes sobrepostos com P407. 

 
 

(A) (B) 

 

(C) 

Fonte: o próprio autor. 
 

2.3.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DOS FILMES POLIMÉRICOS 

 

 Os filmes estudados nas temperaturas de 4 e 25 °C não mudaram a 

aparência visual no período analisado (Figuras 2.8 a 2.13), os filmes armazenados em 

40 °C apresentaram visualmente tom de amarelo mais escuro a partir de 14 dias e no 

tempo de 90 dias começaram a surgir manchas escuras, características de 

degradação. 
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Figura 2.8 – Filmes (A) com quercetina e (B) branco (sem fármaco) no tempo zero da 
estabilidade; e filmes armazenados durante sete dias: com quercetina nas 
temperaturas de (C) 4, (D) 25 e (E) 40 °C e branco nas temperaturas de (F) 4, (G) 25 
e (H) 40 °C. 

  

(A) (B) 

   

(C) (D) (E) 

   

(F) (G) (H) 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.9 – Filmes armazenados durante 14 dias: com quercetina nas temperaturas 
de (A) 4, (B) 25 e (C) 40 °C e branco (sem fármaco) nas temperaturas de (D) 4, (E) 25 
e (F) 40 °C. 

   

(A) (B) (C) 

   

(D) (E) (F) 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.10 – Filmes armazenados durante 30 dias: com quercetina nas temperaturas 
de (A) 4, (B) 25 e (C) 40 °C e branco (sem fármaco) nas temperaturas de (D) 4, (E) 25 
e (F) 40 °C. 

   

(A) (B) (C) 

   

(D) (E) (F) 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.11 – Filmes armazenados durante 60 dias: com quercetina nas temperaturas 
de (A) 4, (B) 25 e (C) 40 °C e branco (sem fármaco) nas temperaturas de (D) 4, (E) 25 
e (F) 40 °C. 

   

(A) (B) (C) 

   

(D) (E) (F) 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.12 – Filmes armazenados durante 90 dias: com quercetina nas temperaturas 
de (A) 4, (B) 25 e (C) 40 °C e branco (sem fármaco) nas temperaturas de (D) 4, (E) 25 
e (F) 40 °C. 

 

(A) (B) (C) 

  

(D) (E) (F) 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.13 – Filmes armazenados durante 180 dias: com quercetina nas 
temperaturas de (A) 4, (B) 25 e (C) 40 °C e branco (sem fármaco) nas temperaturas 
de (D) 4, (E) 25 e (F) 40 °C. 

 

(A) (B) (C) 

 

(D) (E) (F) 

Fonte: o próprio autor. 
 

  

 Na Figura 2.14 A, observa-se que os filmes (com e sem quercetina) 

armazenados a 4 °C quebraram após 30 dias, enquanto os filmes armazenados em 

25 °C e 40 °C/UR 75%, se mantêm resistentes a dobra. Os resultados de DSC (Figura 

2.6) mostraram a Tg do material em -6 °C, o que justifica a quebra do filme polimérico 

armazenado em 4 °C. 

 Na Figura 2.14 B observa-se que a concentração de quercetina 

permaneceu constante em trinta dias de armazenamento e no tempo de 180 dias 

apresentou degradação de 46,10; 68,82 e 59,16%. Casagrande et al. (2009) avaliaram 

quercetina pura e em duas formulações (creme) durante 365 dias, e constataram que 

a quercetina pura não degradou e que as formulações apresentaram baixa 

degradação de quercetina (menor que 50%) no período avaliado. Outros estudos 

apresentados na revisão de Wang et al. (2016) mostraram que a estabilidade da 

quercetina é afetada pelo pH, temperatura e tempo de armazenamento, corroborando 
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com a análise estatística que mostrou que o tempo de armazenamento e a 

temperatura afetam significativamente o teor de quercetina deste trabalho. 

 

Figura 2.14 – Panorama geral da estabilidade físico-química dos filmes poliméricos 
em relação a (A) resistência à dobra e (B) teor de quercetina. 

(A) 

(B) 

Fonte: o próprio autor. 
 

 Os parâmetros da cinética de degradação de primeira ordem sob as 

condições de armazenamento em 4, 25 e 40 °C são apresentados na Tabela 2.5. 

Observa-se que a taxa de degradação (k) foi menor para a formulação armazenada a 

4 °C, seguido das amostras armazenadas em 40 e 25 °C. Esse resultado mostra que 

a temperatura interfere na degradação e sugere a interferência da umidade relativa 

(UR). O ambiente de 4 °C apresenta baixa UR, o de 40 °C possui elevada UR (75%) 

e o de 25 °C apresenta UR variada de acordo com as condições climáticas. Os 
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resultados de k, t1/2 e t90 mostraram que é necessário a utilização de embalagem 

impermeável e com isolamento térmico adequado para garantir a estabilidade da 

formulação obtida. 

 

Tabela 2.5 – Parâmetros cinéticos de degradação do F8 sob as condições de 
armazenamento em 4, 25 e 40 °C. 

 k (dias-1) t1/2 (dias) t90 (dias) R² 

4 °C 0,0021 330,0 50,2 0,58 

25 °C 0,0047 147,4 22,4 0,74 

40 °C 0,0030 231,0 35,1 0,61 

k = constante de taxa de degradação da quercetina; t1/2 = tempo de meia-vida; t90 = tempo em que 90% 
da concentração original da quercetina permanece inalterada; R² = coeficiente de correlação. 
Fonte: o próprio autor. 
 

2.3.5  AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE E DA ATIVIDADE ANTIVIRAL 

DO FILME COM QUERCETINA 

 

 O filme escolhido no planejamento fatorial (n° 8), continha a 

concentração de 143,12 µg/mL de quercetina após solubilização com DMEM. Nessa 

concentração, observou-se viabilidade celular de 62,32% das células Vero. A 

concentração utilizada é superior ao CC50 (28,90 µg/mL) da quercetina em sua forma 

livre, isso possivelmente acontece devido as interações intermoleculares da 

quercetina com os polímeros, observadas nos resultados de DSC; essas interações 

reduzem a disponibilidade da quercetina, sendo necessárias concentrações maiores 

para os efeitos de citotoxicidade e atividade viral. O filme branco também foi testado 

e não apresentou citotoxicidade. 

 Os ensaios antivirais realizados com os vírus HSV-1-KOS e HSV-1-

AR mostraram que o filme branco não apresenta atividade antiviral e que nessa 

concentração (143,12 µg/mL) o filme com quercetina inibiu 100% do vírus HSV-1-KOS 

e 8,12% do vírus HSV-1-AR. Desta forma, optou-se por realizar o experimento in vivo 

somente com o vírus HSV-1-KOS. 
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2.3.6  AVALIAÇÃO IN VIVO DA CITOTOXICIDADE E DA ATIVIDADE ANTIVIRAL 

DO FILME COM QUERCETINA 

 

 O filme com quercetina não apresentou irritação na pele dos 

camundongos (Figura 2.15), este resultado era esperado devido a viabilidade celular 

de 62,32% encontrada nos resultados da citotoxicidade in vitro. 

 

Figura 2.15 – Resultados da irritação dérmica após oito dias de aplicação da 
formulação: (A) grupo controle e (B) grupo teste. 

  

(A) (B) 

Fonte: o próprio autor. 

 

 Os ensaios antivirais in vivo também corroboram com os ensaios in 

vitro, sugerindo que a quercetina atua nos processos iniciais da replicação viral, como 

no estágio de adsorção do vírus na célula. Nas Figuras 2.16 a 2.20, observa-se que 

até o quarto dia de tratamento a quercetina apresenta resultados melhores que o 

aciclovir, que é o fármaco de primeira escolha para o tratamento das feridas de herpes. 
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Figura 2.16 – Resultados da atividade antiviral do filme com quercetina: (A) panorama 
geral, (B) análise do quarto dia e (C) análise do oitavo dia. 

(A) 

  

(B) (C) 

As letras diferentes representam diferença estatística p < 0,05, e os resultados foram expressos como 
média ± desvio padrão de triplicatas reais. 
Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.17 – Acompanhamento da análise visual dos animais do grupo controle viral ao longo dos oito dias de tratamento. 
1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 

    
5 dias 6 dias 7 dias 8 dias 

    
Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.18 – Acompanhamento da análise visual dos animais do grupo tratado com aciclovir (controle positivo) ao longo dos oito 
dias de tratamento. 

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 

    
5 dias 6 dias 7 dias 8 dias 

    
Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.19 – Acompanhamento da análise visual dos animais do grupo tratado com filme branco ao longo dos oito dias de 
tratamento. 

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 

 

 

  
5 dias 6 dias 7 dias 8 dias 

 

  

 

Fonte: o próprio autor. 
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Figura 2.20 – Acompanhamento da análise visual dos animais do grupo tratado com filme com quercetina ao longo dos oito dias de 
tratamento. 

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 

    
5 dias 6 dias 7 dias 8 dias 

 

   

Fonte: o próprio autor. 
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 Os resultados da irritação dérmica na análise histológica realizado no 

oitavo dia, comprovaram que a quercetina não causou alterações na pele dos 

camundongos (Figura 2.21). 

 

Figura 2.21 – Resultados da irritação dérmica: (A) score de irritação dérmica e (B) 
imagem representativa da análise histológica da pele dos animais tratados com filme 
com quercetina corada em Hematoxilina e Eosina (grupo teste). 
 

  

(A) (B)  

As letras diferentes representam diferença estatística p < 0,05, e os resultados foram expressos como 
média ± desvio padrão de triplicatas reais. 
Fonte: o próprio autor. 
 

 No oitavo dia da análise antiviral, foram coletadas as peles dos 

camundongos para realizar a análise histológica e foram observadas alterações leves 

(hiperqueratinização e hiperplasia epidérmica), moderadas (inflamação da epiderme, 

inflamação da derme e de inflamação da hipoderme); e em poucos animais, alterações 

severas (necrose da epiderme e necrose da derme)). Destas, as que apareceram com 

mais ocorrência (maior número de animais) foram hiperplasia epidérmica, inflamação 

da epiderme e inflamação da derme, que estão ilustradas na Figura 2.22. Observa-se 

o espessamento da epiderme (hiperplasia) na Figura 2.22 A; nota-se na inflamação 

da epiderme (Figura 2.22 B) fenda em junção derme-epiderme (cleft) e linfócitos; e na 

inflamação da derme verifica-se a presença de edema e infiltrado inflamatório (Figura 

2.22 C). Essas três alterações são comuns em casos de infecção de herpes e podem 

ser induzidas pela síntese de marcadores de inflamação produzidos pelo organismo 

(NOVAK et al., 2021; SASSO et al., 2020).  

 Os resultados das análises histológicas foram semelhantes aos 
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resultados observados no score macrocópico (Figura 2.16), no entanto, eles são mais 

otimistas em relação a quercetina (Figura 2.23), mostrando que apesar da quercetina 

não ser tão eficiente quanto o aciclovir, ela ameniza os processos inflamatórios 

causados pela infecção do vírus HSV-1. 

 

Figura 2.22 – Alterações recorrentes observadas na pele de camundongos infectados 
com o vírus HSV-1: (A) hiperplasia epidérmica, (B) inflamação da epiderme e (C) 
inflamação da derme; e (D) fragmento de pele sem alterações (pele íntegra).  

(A) (B) 

(C) (D) 

*Edema e infiltrado inflamatório (Figura 2.20C). 
Fonte: o próprio autor. 
 

 



102 

Figura 2.23 – Resultados quantitativos da análise histológica da atividade antiviral 
realizados no oitavo dia. 

 
Fonte: o próprio autor. 
 

2.4 CONCLUSÃO 

 

A quercetina apresentou baixa citotoxidade (CC50 28,90 µg/mL) e 

atividade frente ao herpes simplex tipo 1 em baixas concentrações (IC50 1,80 µg/mL 

para HSV-1-KOS e 1,08 µg/mL para HSV-1-AR), se tornando um agente ativo 

promissor no tratamento dos processos inflamatórios causados por esse vírus. 

Os filmes poliméricos obtidos são seguros (atóxicos) e foram eficazes 

frente ao HSV-1-KOS nos ensaios in vitro e in vivo, principalmente no início do 

processo infeccioso, como foi evidenciado até o quarto dia de tratamento. Além disso, 

essas formulações apresentaram aspecto homogêneo; propriedades elásticas; pH 

semelhante ao da pele humana, o que ajuda a reduzir o risco de possíveis irritações 

dérmicas; são estáveis físico-quimicamente; liberaram o agente ativo e apresentaram 

bioadesividade, característica essa que contribui com o aumento da adesão de 

pacientes ao tratamento pela facilidade de uso e por não precisar reaplicar a 

formulação várias vezes ao longo do dia. 

Dessa forma, esse trabalho trouxe inovação com a apresentação de 
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nova formulação para o tratamento do herpes simplex tipo 1 utilizando um princípio 

ativo de fácil obtenção.  

Uma proposta para trabalhos futuros, é o estudo de possível 

sinergismo entre a quercetina e o aciclovir, melhorando a resposta de ambos os 

agentes ativos no tratamento dessa doença. Assim como testar a forma farmacêutica 

em outros vírus da família Herpesviridae, como o herpes zóster. 
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DESENVOLVIMENTO DE FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS CONTENDO 

RAMNOLIPÍDEOS PARA AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA TÓPICA ANTIACNE 
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RESUMO 

 

A acne é uma doença que atinge a maior parte da população mundial, principalmente 

adolescentes e jovens adultos. Uma de suas causas é a presença de bactérias como 

a Cutibacterium acnes que fazem parte da microbiota natural da pele. Os tratamentos 

tópicos consistem na utilização de redutores de comedões, anti-inflamatórios e 

antibióticos, todavia, este seleciona cepas resistentes. Alternativas aos antibióticos 

utilizados são os biocompostos que possuem atividade antimicrobiana como os 

biossurfactantes que são produzidos por bactérias. Uma forma inovadora de aplicação 

desses compostos são os filmes poliméricos bioadesivos que aderem a pele e liberam, 

por via tópica, o princípio ativo. O objetivo do trabalho foi desenvolver filmes 

poliméricos bioadesivos contendo ramnolipídeos como produtos antiacne e avaliar a 

qualidade, eficácia e segurança da forma farmacêutica. Os ramnolipídeos possuem 

grande potencial para serem utilizados no tratamento da acne por apresentarem 

atividade antimicrobiana contra o C. acnes em concentrações baixas e seguras (CIM 

de 15,63 µg/mL, CBM de 31,25 µg/mL e CC50 de 181,93 µg/mL). Foram obtidos quatro 

filmes com diferentes concentrações de ramnolipídeos (0,0; 0,1; 0,2; e 0,3%, m/m) 

que foram avaliados quanto ao aspecto visual, variação de massa, espessura, 

densidade, solubilidade, pH, transmissão de vapor de água, propriedades mecânicas 

(resistência à dobra, força de bioadesão, módulo de Young, resistência à tração e 

alongamento na ruptura), microscopia eletrônica de varredura e infravermelho. Os 

resultados mostraram que essas formulações apresentaram aspecto homogêneo; 

propriedades mecânicas elásticas; pH semelhante ao da pele humana e 

bioadesividade. Os filmes poliméricos contendo ramnolipídeos foram eficazes frente 

ao C. acnes, no ensaio in vitro, nas três concentrações testadas, sendo o filme de 

maior concentração (0,3%, m/m), o mais promissor por apresentar maior atividade 

antimicrobiana. Dessa forma, o filme polimérico contendo ramnolipídeos possui 

potencial para ser utilizado no tratamento da acne. 

 

Palavras-chave: biossurfactante, C. acnes, formulação, propriedades mecânicas. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A acne é uma doença inflamatória da unidade pilossebácea com 

causas multifatoriais (hiperqueratinização folicular, aumento da produção de sebo, 

desequilíbrio hormonal e infecção bacteriana externa) que atinge a maioria da 

população mundial, principalmente adolescentes e jovens adultos (BATUBARA, 

MITSUNAGA e OHASHI, 2009; RANJAN et al., 2019; SHAHTALEBI et al., 2018; 

VORA, SRIVASTAVA e MODI, 2018; XU et al., 2018). Ela se apresenta na forma de 

espinhas, cravos, pápulas, pústulas ou nódulos, que se apresentam principalmente 

na face, tórax e costas (GUPTA et al., 2015; KUMAR et al., 2007). A bactéria 

relacionada com essa doença é Gram-positiva, anaeróbia e constitui a microbiota 

natural da pele: Cutibacterium acnes (anteriormente Propionibacterium acnes). Esta 

bactéria hidrolisa sebo e libera lipases, proteases, hialuronidases e fatores 

quimiotáticos que formam ácidos graxos insaturados capazes de induzir 

hiperqueratinização do epitélio folicular (BATUBARA, MITSUNAGA e OHASHI, 2009; 

FERNÁNDEZ et al., 2018; SHAHTALEBI et al., 2018). 

Os compostos com atividade antiacne devem ser capazes de inibir o 

crescimento de C. acnes, inibir a atividade da lipase de C. acnes e inibir o estresse 

oxidativo (BATUBARA, MITSUNAGA e OHASHI, 2009). Comumente são utilizados 

antibióticos (eritromicina e clindamicina), retinóides (tretinoína, adapaleno e 

tazaroteno), peróxido de benzoíla e ácido azeláico, no tratamento tópico desta 

patogênese, no entanto, o uso destes medicamentos podem causar efeitos colaterais 

como irritação da pele (retinóides, peróxido de benzoíla e ácido azeláico), 

fotossensibilização (retinóides e ácido azeláico), dermatite alérgica (peróxido de 

benzoíla), e no caso dos antibióticos, aumento de cepas bacterianas resistentes 

(CHORACHOO, AMNUAIKIT e VORAVUTHIKUNCHAI, 2013; FOX et al., 2016; 

MAHTO, 2017; PRASAD, 2016; WANG et al., 2018; XU et al., 2018). 

 Uma alternativa aos tratamentos convencionais é a utilização de 

produtos naturais que possuem compostos com atividade antimicrobiana, como os 

biossurfactantes, por exemplo, os ramnolipídeos, que podem ser utilizados no 

desenvolvimento de medicamentos antiacne eficazes, seguros e de baixo custo 

(VORA, SRIVASTAVA e MODI, 2018). 

Biossurfactantes são surfactantes de origem biológica, produzidos 
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principalmente por microrganismos a partir de fontes renováveis, possuem boa 

biodegradabilidade, baixa toxicidade, alta aceitabilidade ecológica, eficácia em uma 

ampla faixa de temperatura, pH e salinidade (JADHAV et al., 2018; LOURITH e 

KANLAYAVATTANAKUL, 2009). Eles são classificados, de acordo com suas 

estruturas químicas, em glicolipídios, lipopeptídeos, fosfolipídios, ácidos graxos e 

compostos poliméricos (LOURITH e KANLAYAVATTANAKUL, 2009). Entre os 

glicolipídios, os ramnolipídeos são os biossurfactantes mais estudados, produzidos 

predominantemente por Pseudomonas aeruginosa (JADHAV et al., 2018). Os 

ramnolipídeos são compostos de uma ou duas moléculas de ramnose e estão ligados 

a frações do ácido 3-hidroxidecanóico (LOURITH e KANLAYAVATTANAKUL, 2009; 

VECINO et al., 2017). Os ramnolipídeos têm impacto direto na superfície celular das 

bactérias, apresentando excelente atividade antimicrobiana (JADHAV et al., 2018; 

LOURITH e KANLAYAVATTANAKUL, 2009). 

Uma forma de utilizar esse agente ativo é incorporá-lo em filmes 

poliméricos bioadesivos, atóxicos e biocompatíveis. Essas formulações são 

compostas de macromoléculas que apresentam a propriedade de aderir ao tecido 

biológico por meio de forças atrativas intermoleculares (AMMAR et al., 2009; OSHIRO 

JUNIOR et al., 2015; REPKA e MCGINITY, 2000). Eles não precisam ser reaplicados 

com a mesma frequência de outras formas farmacêuticas utilizadas para via tópica, 

devido a propriedade de bioadesão desses materiais, são de fácil uso e possuem 

menor risco de irritação, além de permitirem a interrupção imediata do tratamento por 

algum efeito colateral (GARCÍA et al., 2017; GUO et al., 2011; KATHE e KATHPALIA, 

2017; OSHIRO JUNIOR et al., 2015; PEREIRA et al., 2014). 

Neste contexto, a presente tese tem como objetivo desenvolver filmes 

poliméricos bioadesivos contendo ramnolipídeos para serem utilizados como produtos 

antiacne. 
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1  MATERIAIS 

 

3.2.1.1 Microrganismos 

 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 ATCC® 15692™, pertencentes ao 

Laboratório de Bioquímica e Biotecnologia Microbiana (LBBM) do Departamento de 

Bioquímica da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Cutibacterium 

(Propionibacterium) acnes ATCC® 11827™, pertencentes ao Laboratório de 

Bacteriologia Básica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

3.2.1.2 Reagentes 

 

Kollicoat® IR e polivinilpirrolidona (PVP), BASF®️ (São Paulo, São 

Paulo, Brasil); Glicerol, hidróxido de sódio e cloreto de sódio, Anidrol (Diadema, São 

Paulo, Brasil); cloreto de cálcio anidro, clorofórmio, metanol, triton X-10, Synth 

(Diadema, São Paulo, Brasil); ácido clorídrico, Vetec (Duque de Caxias, Rio de 

Janeiro); nitrato de magnésio hexahidratado, Dinamica (Indaiatuba, São Paulo, Brasil); 

meio de cultura RCM (Reinforced Clostridial Medium), papel indicador de pH, Merck 

(Darmstadt, Alemanha); meio de cultura LB (Luria-Bertani), Sigma-Aldrich (San Luis, 

Missouri, EUA). 

 

3.2.1.3 Equipamentos 

 

Espectrofotômetro de microplacas LMR-961, Loccus (Cotia, São 
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Paulo, Brasil); espectrofotômetro Evolution 60, Thermo Scientific (Waltham, 

Massachusetts, EUA); centrífuga Universal 320 R, Hettich (Tuttlingen, Alemanha); 

agitador mecânico 713D, Fisatom (São Paulo, São Paulo, Brasil); estufa TE-393/2, 

Tecnal (Piracicaba, São Paulo, Brasil); incubadora B.O.D., SS Scientific (Londrina, 

Paraná, Brasil); analisador de textura TA-XT2plus, Stable Micro Systems (Surrey, 

Inglaterra); balança analítica AG204, Mettler Toledo (Barueri, São Paulo, Brasil); 

balança semi-analítica AD330, Marte (São Paulo, São Paulo, Brasil); Paquímetro 

Universal SOMET TCHECO; Sputter Coater SDC 050, BAL-TEC (Balzers, 

Liechtenstein); rotaevaporador (RE-301-AW RE301, Yamato, Santa Clara, California, 

USA); microscópio eletrônico de varredura Quanta 200, FEI-PHILIPS (Hillsboro, 

Oregon, United States); e espectrômetro FT-IR Vertex 70, Bruker (Atibaia, São Paulo, 

Brasil). 

 
 

3.2.2  OBTENÇÃO DOS RAMNOLIPÍDEOS 

 

O pré-inóculo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL, 

contendo 25 mL do meio LB (Luria-Bertani), inoculados com 3 a 5 colônias bacterianas 

(Pseudomonas aeruginosa PAO1) e incubados a 37 °C por 12 h sob agitação de 200 

rpm. O crescimento bacteriano durante o preparo do pré-inóculo foi acompanhado 

pela determinação da absorbância do meio de cultivo a 600 nm (D.O.600 nm), e 

utilizado como inóculo quando a D.O.600 nm encontrar-se entre 0,6 e 0,8 

(CONCEIÇÃO et al., 2020). 

A produção dos ramnolipídeos foi realizada por cultivos submersos 

em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo 100 mL de meio de sais (contendo por 

litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 g K2HPO4; 0,2 g MgSO4.7H2O e 1,0 g (NH4)2SO4) acrescentado 

de glicerol (3%, v/v). Os meios foram esterilizados por 15 min, a 121 ºC/1 ATM, 

resfriados e inoculados com o pré-inóculo em uma proporção de 2% (V/V). Os meios 

inoculados foram incubados em agitador orbital a 37 °C/200 rpm. Os cultivos foram 

interrompidos por centrifugação 2500 g por 25 min após nove dias de cultivo. Os 

sobrenadantes livres de células foram aquecidos à 80 °C por 45 minutos seguido de 

centrifugação (2500 g por 25 min) a fim de retirar proteínas. O sobrenadante resultante 
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foi acidificado adicionando-se ácido clorídrico até atingir pH 2 e, em seguida, 

armazenado em câmara fria por 5 dias.  Após a incubação, o material foi centrifugado 

durante 25 minutos, 2.500 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os ramnolipídeos 

retidos no tubo foram submetidos a processo de extração com clorofórmio:metanol 

(CHCl3:CH3OH) em proporção de 9:1, seguido de evaporação do solvente 

aquecimento a 60 °C e pressão negativa. O extrato contendo ramnolipídeos foi 

solubilizado em água e o pH acertado para 7 com adição de NaOH, congelado e 

liofilizado (CAMILIOS-NETO et al., 2020). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Bioquímica e 

Biotecnologia Microbiana (LBBM) do Departamento de Bioquímica da UEL. 

 

3.2.3 ANÁLISE IN VITRO ANTIMICROBIANA  

 

Para este experimento foi utilizada a cultura de bactéria Cutibacterium 

acnes ATCC® 11827™, filotipo IA (AUBIN et al., 2017). A determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) das amostras foi avaliada pelo método de 

microdiluição seriada em caldo, conforme o protocolo descrito pelo CLSI (CLSI, 2012). 

O ensaio de CIM foi realizado duas vezes na mesma placa para garantir 

reprodutibilidade dos testes. A placa foi incubada a 37 °C por 42 h em anaerobiose. O 

meio de cultura RCM em que o ensaio foi realizado foi o controle negativo do 

experimento, e o controle positivo representa o cultivo de C. acnes. O composto 

também foi testado como controle negativo no meio de cultura, a fim de visualizar se 

havia contaminação, após esterilização em luz ultravioleta, por 40 minutos. As 

concentrações testadas do composto foram de 250 a 1,95 µg/mL.  

A fim de investigar a concentração bactericida mínima (CBM), houve 

gotejamento das amostras da placa de 96 poços em ágar RCM nas duas 

concentrações mais baixas em que não houve crescimento no teste CIM e a placa foi 

incubada a 37 °C por 42 h, em anaerobiose. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Bacteriologia 

Básica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da UEL. 
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3.2.4  AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXIDADE 

 

A citotoxicidade do composto foi avaliada pela atividade hemolítica 

(IZUMI et al., 2012). A amostra de ramnolipídeos foi esterilizada com lâmpada 

ultravioleta durante 40 minutos e o sangue foi obtido de doadores humanos saudáveis 

com consentimento voluntário, o qual foi aprovado pelo comitê de ética em humanos 

(CAAE 47661115.0.0000.5231, nº 1.268.019 – UEL). Posteriormente, os eritrócitos 

foram separados por centrifugação (5000 rpm, 4°C, 5 min) e inoculados a 3% (V/V) 

em placas de 96 poços contendo PBS (0,1 mol/L, pH 7,2) com as mesmas 

concentrações testadas no ensaio antimicrobiano (250 a 1,95 µg/mL). Utilizou-se 

Triton X-100 a 1% (V/V) como controle positivo e PBS como controle negativo. Após 

3 h de incubação a 37 °C, os sobrenadantes foram lidos a 550 nm para avaliar a 

liberação de hemoglobina. Em seguida, com o uso de regressão linear, foi calculada 

a concentração do composto necessária para causar 50% de hemólise (CC50). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Bacteriologia 

Básica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

3.2.5  OBTENÇÃO DOS FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS 

 

Utilizou-se Kollicoat® IR (3%, m/V) como matriz polimérica, glicerol 

(1,5%, m/m) como plastificante, polivinilpirrolidona (PVP) (6%, m/m) como adesivo e 

ramnolipídeos em diferentes concentrações (0,0; 0,1; 0,2; 0,3%, m/m) como agente 

ativo e surfactante. As concentrações dos polímeros foram definidas com base no 

planejamento fatorial do capítulo 2.  

As dispersões aquosas iniciaram-se com adição do glicerol e do PVP 

à água ultrapura, sob agitação constante (500 rpm) em agitador mecânico por 30 min. 

Em seguida, o Kollicoat® IR foi adicionado lentamente e a agitação de 500 rpm foi 

mantida por 30 min. Posteriormente, os ramnolipídeos foram adicionadas à dispersão, 

e a agitação (500 rpm) foi mantida por 6 h.  

As dispersões obtidas foram espalhadas em placas de policarbonato 

com área total de 28,27 cm2 (60 mm de diâmetro), deixados em repouso durante 1 h 
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a temperatura ambiente para remoção de bolhas. Posteriormente, as placas foram 

colocadas em estufa com circulação de ar (TE-393/2, Tecnal) mantida a temperatura 

de 40 ± 1 ºC e umidade relativa de 40 ± 2% por 24 h. Após avaliação visual os filmes 

livres foram mantidos, até o momento do uso, em dessecador a temperatura ambiente, 

e umidade relativa de 53 ± 2,% obtida com solução saturada de nitrato de magnésio 

hexahidratado (adaptado de COUTO et al., 2017). 

 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde (PPGCS) do Centro de Pesquisa 

e Pós-graduação (CEPPOS) localizado no Centro de Ciências da Saúde (CCS) da 

UEL. 

 

3.2.6  ASPECTO VISUAL 

 

Analisou-se as características macroscópicas das formulações a olho 

nu, e os filmes selecionados foram aqueles que apresentaram aspecto homogêneo e 

que não apresentaram partículas insolúveis, sinais de bolhas e quebras ou áreas 

frágeis. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do PPGCS do 

CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.7  VARIAÇÃO DE MASSA 

 

Oito amostras de filmes (16 mm de diâmetro) foram pesadas 

separadamente em balança analítica (AG204, Mettler Toledo), sendo determinadas 

as médias e o desvio padrão das massas obtidas. Os experimentos foram realizados 

no Laboratório de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 
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3.2.8  ESPESSURA 

 

Foram realizadas 10 medições aleatórias, em cinco filmes poliméricos 

(60 mm de diâmetro) com o auxílio de paquímetro, em diferentes partes dos filmes, 

sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão (adaptado de COUTO et 

al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do PPGCS 

do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.9  DENSIDADE 

 

Após a secagem e medição da espessura, foi determinada a 

densidade de cinco filmes (60 mm de diâmetro) utilizando-se a Equação (1) (adaptado 

de GUIDI et al., 2020). 

                                              𝑝 =  𝑚𝐴 𝑥 ℎ                                                         (1) 

 

Sendo p a densidade (g/mL); m a massa (g); A a área da superfície (cm2); h a 

espessura (cm) do filme. 

 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.10  pH DA SUPERFÍCIE 

 

Três filmes (16 mm de diâmetro) foram intumescidos com água e o 

pH da superfície foi medido imediatamente após o gotejamento de água, com o uso 

de papel indicador de pH colocado sobre a superfície do filme intumescido (adaptado 

de LI et al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 
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3.2.11  SOLUBILIDADE EM ÁGUA 

 

Três filmes (16 mm de diâmetro) foram colocados na estufa (TE-

393/2, Tecnal) a 100 °C, durante 24 h, para determinação da porcentagem inicial de 

matéria seca. Após pesagem, as amostras foram imersas em água ultrapura e 

agitadas por 24 h, em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram 

filtradas e secas novamente em estufa, 100 °C, durante 24 h, para determinar a massa 

da matéria seca que não dissolveu em água (adaptado de LUCENA et al., 2017). A 

solubilidade foi determina pela equação (2). 

 

             𝑆 =  𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  𝑥 100                                      (2) 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.12  TRANSMISSÃO DE VAPOR DE ÁGUA (TVA) 

 

A TVA foi determinada gravimetricamente, de acordo com as normas 

da ASTM E96-00 (ASTM, 2000). Três filmes (60 mm de diâmetro) foram colocados 

em células de permeação com uma abertura circular de 40 mm e selados de modo a 

garantir que a transferência de vapor de água ocorresse exclusivamente através do 

filme. 

O conjunto foi colocado em dessecador a 25 °C contendo solução 

saturada de cloreto de sódio (NaCl) que propiciou ambiente com 75% de UR, a célula 

de permeabilidade foi parcialmente preenchida com cloreto de cálcio anidro (CaCl2, 

0% UR) no seu interior. As células foram pesadas em balança semi-analítica (AD330, 

Marte) até a obtenção da taxa constante de ganho de massa. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

O coeficiente angular de cada reta foi calculado pela regressão linear 

no regime constante (R2>0,99) e a TVA foi calculada de acordo com a equação (3). 

 



120 𝑇𝑉𝐴 =  𝑚𝑡 . 𝑒𝐴.∆𝑝                                                        (3) 

 

Sendo TVA a transmissão de vapor de água do filme; m/t o coeficiente 

angular da reta (g/s); e a espessura do filme (m); A a área do filme (m2); Δp a diferença 

de pressão entre o ambiente contendo CaCl2 e o ambiente saturado com NaCl (2375,4 

Pa). 

 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa do 

PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.13 RESISTÊNCIA À DOBRA 

 

Cinco filmes de cada lote foram repetidamente dobrados 

manualmente no mesmo local até 300 vezes ou até se quebrar, sendo, o número de 

vezes em que o filme pode ser dobrado, no mesmo local, sem se quebrar, o valor da 

resistência à dobra (LI et al., 2017). Os experimentos foram realizados no Laboratório 

de Pesquisa do PPGCS do CEPPOS localizado no CCS da UEL. 

 

3.2.14  AVALIAÇÃO, EX VIVO, DA FORÇA BIOADESIVA 

 

3.2.14.1 Preparação da Pele de Suíno 

 

As peles para o teste foram obtidas por dissecação de orelhas de 

suínos, albinos e jovens, sendo esses recém abatidos. As peles foram lavadas com 

água, os pelos cortados e, posteriormente, essas foram dissecadas a fim de extrair a 

epiderme e a derme. Foram cortadas em tamanhos padronizados e adequados ao 

teste, sendo acondicionadas em filme plástico e papel alumínio e mantidas em 

congelador. No momento do uso, foram descongeladas à temperatura ambiente 

(LUNTER, ROTTKE e DANIELS, 2014). Os experimentos foram realizados no 
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Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de Sistemas de Liberação de Fármacos 

(LABSLiF) da Universidade Estadual de Maringá (UEM). 

 

3.2.14.2 Análise 

 

Utilizando o analisador de textura TA-XT2plus no modo de tensão, a 

força bioadesiva dos filmes (16 mm de diâmetro) foi avaliada ex vivo, por meio da 

força necessária para remover a pele (de suíno) a partir da formulação. A pele foi 

presa em um vial e esse foi fixado na probe. Na temperatura ambiente, uma amostra 

da formulação, previamente acondicionada, foi colocada sobre uma placa de petri, a 

qual foi abaixada até que a pele entre em contato com a superfície da amostra. 

Instantaneamente, uma força para baixo de 0,03 N foi aplicada por tempo definido de 

30 s, para assegurar o contato íntimo entre a pele e a amostra. A probe foi levantada 

com velocidade constante de 10,0 mm/s e a força necessária para remover a pele da 

superfície da formulação foi determinada como o valor resultante da curva força pelo 

tempo. Para todas as formulações, as medidas foram realizadas em triplicata 

(BRUSCHI et al., 2007). Os experimentos foram realizados no Complexo de Centrais 

de Apoio à Pesquisa (COMCAP) da UEM. 

 

3.2.15  PROPRIEDADES MECÂNICAS 

 

Cinco filmes foram cortados de modo a apresentarem 50 mm de 

comprimento e 20 mm de largura. Posteriormente, utilizando o analisador de textura 

TA-XT2plus com cela de carga de 5 kgf. Os filmes foram fixados com garras 

pneumáticas distanciadas inicialmente a 30,0 mm uma da outra e os parâmetros de 

resistência à tração, alongamento na ruptura e módulo de Young foram registrados 

durante a extensão do material a uma taxa de 0,80 mm/s. As análises foram realizadas 

no Laboratório de tecnologia do Departamento de Ciência e Tecnologia em Alimentos 

da UEL. 
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3.2.16  MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 

Os filmes obtidos foram colocados em stubs e recobertos com uma 

camada de aproximadamente 15 nm de ouro utilizando um Sputter Coater (BAL-TEC, 

SDC 050). Posteriormente, a superfície das amostras foi analisada por Microscópio 

Eletrônico de Varredura, no aumento de 600x, operando com um feixe de elétrons de 

25 kV. As análises foram realizadas no Laboratório de Microscopia Eletrônica e 

Microanálise (LMEM) da UEL. 

 

3.2.17  INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

 

Com o intuito de verificar como os componentes dos filmes podem 

afetar os grupos funcionais observados da amostra foram obtidos espectros de FTIR, 

por meio de ATR, na faixa de 4000-400 cm-1, com resolução de 4 cm-1, utilizando-se 

um espectrômetro FT-IR Vertex 70 da Bruker. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Química Prebiótica do Departamento de Química da UEL. 

 

3.2.18  TESTE ANTIMICROBIANO IN VITRO DOS FILMES  

 

Os filmes contendo ramnolipídeos em diferentes concentrações 

(0,0%; 0,1%; 0,2% e 0,3%, m/m) foram esterilizados com lâmpada ultravioleta, 20 

minutos de cada lado do filme polimérico. Posteriormente, os filmes foram colocados 

sobre ágar RCM inoculado com C. acnes. Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C, 

por 42 h, em anaerobiose, e avaliou-se a existência ou ausência de halo de inibição, 

a fim de investigar a difusão deste ativo e sua atividade antibacteriana. 

Analisou-se também a difusão em caldo RCM dessas formulações a 

fim de garantir que o filme sem ramnolipídeos (0,0%) não teve ação antibacteriana. 

Os filmes contendo ramnolipídeos em diferentes concentrações (0,0%; 0,1%; 0,2% e 

0,3%, m/m) foram esterilizados com lâmpada ultravioleta, 20 minutos de cada lado do 
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filme polimérico. Posteriormente, os filmes foram colocados em microtubos contendo 

caldo RCM inoculado com C. acnes. Em seguida, os microtubos foram incubados a 

37 °C, por 42 h, em anaerobiose, e avaliou-se a existência ou ausência de turbidez. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Bacteriologia 

Básica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

3.2.19  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Diferenças estatísticas significativas (p<0,05) foram avaliadas pelo 

teste de teste t-Student, ou ANOVA de uma via (one-way), seguido do teste de Tukey 

para comparação múltipla utilizando o software GraphPad Prism (versão 7.0, 

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão de triplicatas. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1  AVALIAÇÃO IN VITRO DO ENSAIO ANTIMICROBIANO E DA 

CITOTOXICIDADE  

 

Os resultados de CIM mostraram que não houve crescimento 

bacteriano visível entre as concentrações de 15,63 e 7,81 µg/mL (Tabela 3.1), dessa 

forma, a concentração inibitória foi de 15,63 µg/mL. Avaliou-se também a CBM nas 

menores concentrações que não houve crescimento bacteriano na placa de 96 poços, 

e constatou-se que a concentração bactericida foi de 31,25 µg/mL. 
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Tabela 3.1 – Resultados da concentração inibitória mínima dos ramnolipídeos frente 
a C. acnes. 

Concentrações de ramnolipídeos em µg/mL 
testadas frente a C.acnes 

Crescimento bacteriano 
observado 

250 Não 
125 Não 
62,5 Não 

31,25 Não 
15,63 Não 
7,81 Sim 

3,91 Sim 
1,95 Sim 

Fonte: o próprio autor. 
 

 
 Fazli e Hertadi (2018) avaliaram a atividade antimicrobiana de 

ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas stutzeri BK-AB12 para a C. acnes, e 

obtiveram atividade antimicrobiana menor do que os ramnolipídeos produzidos por 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (CIM = 125 µg/mL e CBM = 250 µg/mL). A acne é 

causada por um filotipo da C. acnes (IA) (AUBIN et al., 2017). Dessa forma, o fato dos 

ramnolipídeos possuírem atividade antimicrobiana frente a essa bactéria, indica que 

esse biossurfactante tem potencial para ser utilizado em formulações antiacne. 

 Os resultados da análise hemolítica mostraram que o CC50 dos 

ramnolipídeos foi de 181,93 µg/mL. As dispersões poliméricas para a obtenção dos 

filmes contêm as concentrações de 30, 60 e 90 µg/mL, correspondentes aos filmes 

com 0,1; 0,2 e 0,3% (m/m), esse resultado indica que as concentrações de 

ramnolipídeos são seguras para serem utilizadas nas formulações. Na literatura, 

encontram-se valores de CC50 acima de 600 µg/mL, para ramnolipídeos testados em 

células fibroblásticas dérmicas humanas (ABO-ZEID et al., 2022; ALI et al., 2022). 

 

3.3.2  OBTENÇÃO DOS FILMES POLIMÉRICOS BIOADESIVOS 

 

Os filmes obtidos são transparentes, uniformes, não apresentam 

partículas insolúveis, sinais de bolhas e quebras ou áreas frágeis (Figura 3.1). Não se 

observou diferenças visuais entres os filmes. 
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Figura 3.1 – Características macroscópicas dos filmes poliméricos contendo 

diferentes concentrações de ramnolipídeos: (A) 0,0%, (B) 0,1%, (C) 0,2% e (D) 0,3%. 

  

(A) (B) 

  

(C) (D) 

 

Os resultados da caracterização físico-química e das propriedades 

mecânicas estão demonstrados na Tabela 3.2. 

A variação de massa não apresentou diferença estatística (p<0,05) 

entre os filmes estudados, no entanto, o desvio padrão de cada formulação 

demonstrou que a homogeneidade dos filmes pode ser melhorada. 

Os resultados de espessura e densidade foram diferentes 

estatisticamente entre os filmes, contudo, não se observou a correlação entre a 

concentração de ramnolipídeos e esses parâmetros. 
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Tabela 3.2 – Resultados da caracterização físico-química e das propriedades 
mecânicas dos filmes poliméricos nas quatro concentrações de ramnolipídeos 
estudadas (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3%, m/m). 

Característica 0,0%, m/m 0,1%, m/m 0,2%, m/m 0,3%, m/m 

Variação de massa (mg) 32,30±10,00a 34,80±14,40a 30,40±10,90a 29,5±8,50a 

Espessura (mm) 0,069±0,002a 0,063±0,002b 0,079±0,004c 0,072±0,004a 

Densidade (g/mL) 2,12±0,08a 2,31±0,08b 1,83±0,11c 1,97±0,08ac 

pH 5,5±0a 5,5±0a 5,5±0a 5,5±0a 

Solubilidade (%) 92,81±3,14a 89,90±8,36a 93,60±5,94a 93,04±4,95a 

TVA (10-11 g/msPa) 3,88±1,40a 2,81±1,28a 5,27±0,08a 4,73±0,16a 

Resistência à dobra 300±0a 300±0a 300±0a 300±0a 

Força de bioadesão (N) 0,0724±0,0033a 0,0768±0,0017a 0,0779±0,0013a 0,0771±0,0023a 

Módulo de Young (Mpa) 125,91±7,87a 161,84±3,53b 100,04±12,19c 102,91±12,78c 
Resistência a Tração 

(N/mm²) 
9,29±0,82a 12,57±0,66b 7,48±0,91a 7,76±2,25a 

Alongamento na ruptura 
(%) 

13,96±1,71a 15,45±1,60a 14,42±4,11a 14,25±2,93a 

TVA = transmissão de vapor de água. As letras diferentes representam diferença estatística p < 0,05, 
e os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de triplicatas reais. 
Fonte: o próprio autor. 

 

A presença ou não de ramnolipídeos não afetou o pH das 

formulações, sendo essa medida adequada a superfície da pele, que apresenta pH 

entre 4,1 e 5,8 (PROKSCH, 2018), evitando possíveis irritações dérmicas. 

Os resultados da solubilidade são um reflexo dos constituintes das 

formulações, todos os componentes são altamente solúveis em água (FANOUS et al., 

2020; GOMARI et al., 2018; SOUZA et al., 2022; WANG et al., 2020). 

Os filmes obtidos apresentaram baixos valores de transmissão de 

vapor de água quando comparados com filmes de PVA puro (6,97.10-7 g/msPa) 

(SÁNCHEZ-GUTIÉRREZ et al., 2021). Esse parâmetro é importante porque está 

relacionado com a estabilidade físico-química de produtos (BASCHETTI e MINELLI, 

2020). Observa-se correlação positiva entre a permeação de vapor de água e a 

espessura dos filmes, essa relação é comum em filmes hidrofílicos. A literatura relata 

que o efeito da espessura em filmes hidrofílicos ocorre devido a dois fatores: 1) quanto 

mais espesso é o filme, maior é a pressão parcial do vapor de água de equilíbrio na 

superfície interna e, 2) pelo intumescimento do polímero que ocorre como resultado 

de interações intermoleculares atrativas entre o filme e as moléculas de água 

(BERTUZZI et al., 2007; MCHUGH, AVENA‐BUSTILLOS e KROCHTA, 1993). 

A resistência à dobra não foi afetada pela presença e concentração 
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de ramnolipídeos, sendo os quatro filmes analisados resistentes ao dobramento 

(EHTEZAZI, ALGELLAY e HARDY, 2019).  

A presença de ramnolipídeos aumentou de forma não significativa 

(p<0,05) os valores de força de bioadesão. Esses valores são semelhantes aos 

encontrados no capítulo anterior para os filmes de quercetina (Tabela 2.3), sugerindo 

que a força de bioadesão tenha relação com os polímeros Kollicoat® IR e PVP. 

Os filmes estudados são mais rígidos do que os do capítulo anterior 

(Tabela 2.4), apresentando valores mais altos do módulo de Young e resistência a 

tração e menores valores de alongamento na ruptura. Esses filmes apresentam os 

atributos de tração ideais para filmes poliméricos orodispersíveis: módulo de Young < 

550 Mpa, resistência a tração > 2 N/mm² e alongamento na ruptura > 10% (GUPTA et 

al., 2021). 

 

3.3.3  MEV 

 

As micrografias das amostras analisadas são mostradas na Figura 

3.2.  

A morfologia da superfície dos quatro filmes é composta por uma 

grande área lisa, indicando a formação de filmes claros e transparentes, não se 

observou diferenças na superfície causadas pela presença e diferentes concentrações 

de ramnolipídeos. Resultados semelhantes foram observados por Chan, Senin e 

Naimah (2009) quando os autores avaliaram a estrutura de filmes formados por álcool 

polivinílico. Kolter et al. (2013) estudaram blendas poliméricas contendo Kollicoat® IR 

e observaram micrografias lisas para o polímero e sugeriram que esse material forma 

dispersões aquosas estáveis, segundo os autores, quando o material apresenta 

dispersões instáveis, eles podem resultar em filmes porosos. 
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Figura 3.2 – MEV da superfície dos filmes com ramnolipídeos nas concentrações: (A) 
0,0%, (B) 0,1%, (C) 0,2% e (D) 0,3%. 

 

  

(A) (B) 

  

(C) (D) 

Fonte: o próprio autor. 
 

 

3.3.4 FTIR 

 

 Os espectros de FTIR (Figura 3.3) mostraram que os ramnolipídeos 

não causaram mudança nos sinais observados e que as bandas dos filmes são 

predominantemente as mesmas do Kollicoat® IR. 
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Figura 3.3 – FTIR dos (A) quatro filmes poliméricos com 0,0%, 0,1%, 0,2% e 0,3% de 
ramnolipideos sobrepostos e (B) o filme sem ativo (0,0%, m/m) sobreposto com 
Kollicoat® IR e PVP. 

 

 

(A) 

 

(B) 

Fonte: o próprio autor. 
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Na Figura 3.3 observa-se bandas largas e intensas centradas em 

3650-3000 cm-1, atribuídas ao estiramento O-H de álcoois. Uma banda em 2890 cm-1 

característico de estiramento Csp3-H; uma banda em 1650 cm-1, correspondente ao 

estiramento C=O da carbonila do grupo funcional amida do polímero PVP; uma banda 

em 1450 cm-1, atribuída ao dobramento CH3; o sinal em 1340 cm-1, decorrente do 

dobramento C-H; o sinal intenso em 1100 cm-1 é atribuído a vibração de estiramento 

C-O; e as bandas em 960 e 840 cm-1, são referentes ao dobramento CH2 

(ABDELGHANY et al., 2015; FOUAD et al., 2011; PAVIA et al., 2010). 

 

3.3.5  TESTE ANTIMICROBIANO IN VITRO DOS FILMES POLIMÉRICOS 

 

Observa-se na Figura 3.4 que houve difusão dos ramnolipídeos no 

ágar, indicando que a formulação, quando intumescida, libera o princípio ativo 

estudado. Esta análise também indicou que a ação antibacteriana obtida foi 

proporcional a concentração de ramnolipídeos, sendo 364,74; 375,31 e 655,06 mm² 

as áreas dos halos de inibição encontradas paras as concentrações de 0,1; 0,2 e 0,3% 

(m/m), respectivamente. O filme sem a impregnação do composto não atrapalhou o 

crescimento bacteriano em ágar RCM. Hajfarajollah et al. (2015) adsorveram 5 g/L de 

ramnolipídeos em filmes de polipropileno e avaliaram a atividade antimicrobiana 

desses filmes em ambientes com atmosfera controlada, em oxigênio ou ar, contra 

bactérias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae) e 

Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e obtiveram resultados 

favoráveis frente as bactérias Gram positivas, sendo 580,81 e 650,25 mm² as áreas 

dos halos de inibição mensuradas para Bacillus subtilis, em oxigênio e ar, 

respectivamente; e 538,24 e 484,00 mm² as áreas dos halos de inibição mensuradas 

para Staphylococcus aureus, em oxigênio e ar, respectivamente. 
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Figura 3.4 – Teste de difusão em ágar RCM dos filmes poliméricos com 0,0; 0,1; 0,2 
e 0,3% (m/m) de ramnolipideos. 
 

  
Fonte: o próprio autor. 

 

A análise de difusão em caldo foi realizada para confirmar os 

resultados da difusão em ágar. Como os filmes avaliados apresentam elevada 

solubilidade em água (Tabela 3.2), eles se dissolvem no caldo, que é um meio aquoso. 

Dessa forma os constituintes no filme polimérico interagem mais facilmente com as 

bactérias. 

 Os microtubos mostrados na Figura 3.5 estão na seguinte ordem (da 

esquerda para a direita): 0,0; 0,1; 0,2 e 0,3% (m/m). Observa-se que os filmes 

contendo ramnolipídeos impediram o crescimento bacteriano em caldo RCM e que o 

controle (filme 0,0%, m/m) ficou turvo indicando a presença de bactérias. 
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Figura 3.5 – Teste de difusão em caldo RCM dos filmes poliméricos com 0,0; 0,1; 0,2 
e 0,3% (m/m) de ramnolipídeos. 
 

  
Fonte: o próprio autor. 
 

 Os quatro filmes obtidos apresentam propriedades mecânicas e 

físico-químicas semelhantes, sendo que as concentrações testadas não são 

citotóxicas. As quatro formulações provavelmente não provocam irritação dérmica por 

apresentarem pH próximo ao da pele humana, além de aderir ao tecido biológico e 

serem resistentes aos testes mecânicos. Dentre eles, o filme com a concentração de 

0,3% (m/m) de ramnolipídeos demonstrou ser o mais promissor devido a sua maior 

atividade antimicrobiana. 

 

3.4 CONCLUSÃO  

 

Os ramnolipídeos possuem grande potencial para serem utilizados no 

tratamento da acne por apresentarem atividade antimicrobiana contra o C. acnes em 

concentrações seguras (CIM de 15,63 µg/mL, CBM de 31,25 µg/mL e CC50 de 181,93 

µg/mL). 

Os filmes poliméricos contendo ramnolipídeos foram eficazes frente 

ao C. acnes, no ensaio in vitro, nas três concentrações testadas (0,1; 0,2 e 0,3%, 

m/m), sendo o filme de maior concentração o mais promissor por apresentar maior 

atividade antimicrobiana.  

Além disso, essas formulações apresentaram aspecto homogêneo; 

propriedades pouco rígidas; pH semelhante ao da pele humana, o que ajuda a reduzir 

o risco de possíveis irritações dérmicas; e bioadesividade, característica essa que 
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contribui com o aumento da adesão de pacientes ao tratamento pela facilidade de uso 

e por não precisar reaplicar a formulação várias vezes ao longo do dia. 

Essa pesquisa necessita ser complementada com estudos in vivo, 

que garantam a eficácia e segurança da formulação em humanos, visando obter um 

bioproduto que possa ser comercializado. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

A quercetina é um flavonoide amplamente encontrado na natureza 

que tem sido estudado devido suas propriedades farmacológicas, sendo uma delas, 

a atividade antiviral. Apresenta baixa citotoxidade e atividade contra o vírus HSV-1 em 

baixas concentrações, se tornando um agente ativo promissor no tratamento dos 

processos inflamatórios causados por esse vírus. Além disso, os filmes obtidos nesse 

trabalho são seguros (atóxicos) e foram eficazes frente ao HSV-1-KOS nos ensaios in 

vitro e in vivo, principalmente no início do processo infeccioso, como foi evidenciado 

até o quarto dia de tratamento. 

Os ramnolipídeos são biossurfactantes muito estudados produzidos 

por bactérias, eles têm sido comercializados nos últimos anos, aumentando o 

interesse em suas propriedades farmacológicas. Possuem grande potencial para 

serem utilizados no tratamento da acne por apresentarem atividade antimicrobiana 

contra o Cutibacterium acnes, em concentrações baixas e seguras. Os filmes 

poliméricos contendo ramnolipídeos foram eficazes frente ao C. acnes, no ensaio in 

vitro, nas três concentrações testadas. 

As formulações obtidas, utilizando a mesma plataforma polimérica, 

para ambos princípios ativos apresentaram aspecto homogêneo; propriedades pouco 

rígidas; pH semelhante ao da pele humana, o que ajuda a reduzir o risco de possíveis 

irritações dérmicas; e bioadesividade, característica essa que contribui com o 

aumento da adesão de pacientes ao tratamento pela facilidade de uso e por se manter 

no local de ação por maior tempo, diminuindo o número de reaplicações ao longo do 

dia.  

Em ambos os casos, as formulações e seus respectivos agentes 

ativos foram promissores nos tratamentos estudados, podendo se obter no futuro 

bioprodutos eficazes e seguros, que possam ser comercializados. 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 

 Como proposta para trabalhos futuros de filmes contendo quercetina, 
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será o estudo de possível sinergismo entre a quercetina e o aciclovir, melhorando a 

resposta de ambos os agentes ativos no tratamento dessa doença. 

 Em relação à pesquisa dos filmes contendo ramnolipídeos, tem-se a 

necessidade de ser complementada com estudos in vivo, que garantam a eficácia e 

segurança da formulação em humanos, visando obter um bioproduto que possa ser 

comercializado. 

 


