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“Nada como a crenca para criar sonhos. E hada como
0 sonho para criar o futuro. Hoje utopia, amanhé carne

e 0sso.”

Victor Hugo, 1862



RESUMO

A utilizacdo de polimeros na confeccédo de curativos dérmicos permite Otima adesao
a ferida, facilidade de aplicacdo e mantém o tecido intacto durante sua remocao;
possibilita personalizacdo de seu tamanho, formato e combinagdo com uma ou mais
substancias com propriedades terapéuticas, sendo o latex natural um dos mais
promissores devido a ampla disponibilidade na flora brasileira e biocompatibilidade,
ou seja, ndo causa reacoes adversas ao paciente. O curativo dérmico a base de latex
natural (LN), enquanto aplicado sob a pele, libera seus compostos de forma gradativa,
reduzindo a frequéncia de trocas periddicas e consequentemente 0s custos de
aplicacdo, possuindo comprovada propriedade de reparacao tecidual, e permitindo
atuar como matriz carreadora de compostos com finalidades diversas. Este estudo
apresenta o desenvolvimento de uma nova aplicacdo composta por LN e Extratos de
Urucum, uma vez que ambos vém sendo estudados devido suas propriedades
cicatrizantes, tornando-os importantes candidatos na formacdo de um curativo
dérmico natural biocompativel. As propriedades elasticas do latex foram preservadas
na formacao do curativo, bem como as caracteristicas quimicas avaliadas durante a
liberacéo prolongada. A incorporacao das versdes hidrofilica e lipofilica de extratos de
urucum ao LN na formacéo de curativos dérmicos foi avaliada fisica e quimicamente.
Por fim, observou-se, através de ensaio de hemdlise, auséncia de citotoxidade in vitro,
com tempo de liberacdo e estabilidade dos compostos desejaveis a um curativo
dérmico, tornando o latex natural combinado com extratos de urucum promissor no

tratamento de feridas.

Palavras-chave: curativo dérmico; latex natural; cicatrizacéo de feridas; extratos de

urucum; norbixina; bixina; polimeros



ABSTRACT

The use of polymers in the production of dermal dressings allows for excellent
adherence to the wound, ease of application, and maintains tissue integrity during
removal. It enables customization in terms of size, shape, and combination with one or
more substances with therapeutic properties, with natural latex being one of the most
promising due to its widespread availability in the Brazilian flora and biocompatibility,
meaning it does not cause adverse reactions to the patient. Dermal dressings based
on Natural Latex (NL), when applied to the skin, release their compounds gradually,
reducing the frequency of periodic changes and consequently the application costs,
possessing a proven tissue repair property and allowing them to act as a carrier matrix
for compounds for various purposes. This study presents the development of a new
application composed of NL and Urucum Extracts, as both have been studied due to
their healing properties, making them important candidates in the formation of a
biocompatible natural dermal dressing. The elastic properties of latex were preserved
in the formation of the dressing, as well as the chemical characteristics evaluated
during prolonged release. The incorporation of hydrophilic and lipophilic versions of
urucum extracts into NL in the formation of dermal dressings was evaluated both
physically and chemically. Finally, it was observed, through a hemolysis assay, the
absence of in vitro cytotoxicity, with release time and stability of the compounds
desirable for a dermal dressing, making natural latex combined with urucum extracts

promising in wound treatment.

Keywords: natural rubber; dermic dressing; drug release system; healing wound;

annato extract; norbixin; bixin; polimers.
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1. INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo de feridas € intrinsicamente complexo,
ocorrendo em um ciclo bem estabelecido e dividido em etapas no organismo.
Entretanto, fatores como processos infecciosos ou diabetes podem afetar
adversamente uma ou mais etapas desse processo regenerativo, culminando em
complicacbes que impactam tanto a saude fisica quanto os aspectos sociais do
paciente.

Para restaurar a integridade dos tecidos lesionados, frequentemente
recorre-se aos curativos dérmicos, cuja complexidade varia conforme a gravidade da
lesdo. A tecnologia empregada no desenvolvimento desses curativos encarece
consideravelmente os custos de producdo, podendo exigir recursos financeiros
substanciais e dificultando o acesso a melhor alternativa terapéutica, agravando,
consequentemente, a condicdo da lesao.

Um curativo dérmico seguro e eficaz deve ser biocompativel e oferecer
condi¢cbes ideais para o restabelecimento do tecido lesionado no menor tempo
possivel, prevenindo complicacdes de origem externa. Diversos compostos naturais
se alinham a essas caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de curativos
dérmicos. Ressalta-se que o0s primeiros curativos utilizados pela humanidade foram
extraidos do ambiente natural (Broughton, 2006).

Nesse contexto, a pesquisa das propriedades do Latex Natural (LN) para
tratamento de feridas tem sido objeto de estudo, beneficiando a angiogénese e a
reparacao tecidual (Herculano et al., 2009). O LN destaca-se por sua capacidade de
servir como matriz polimérica, permitindo a liberacdo gradual e prolongada de
compostos, possibilitando a incorporacdo de substancias que potencializam e
complementam a acdo do curativo dérmico. Ademais, substancias naturais tém se
mostrado promissoras para o tratamento de feridas. Entre elas, os extratos
provenientes da Bixa orellana L., conhecida como urucum.

Apesar de historicamente utilizado como corante alimenticio, estudos
recentes evidenciam a capacidade dos compostos do urucum em acelerar o processo
de cicatrizacdo, com acao pro-inflamatéria e antimicrobiana, contribuindo para a
prevencao de infecc¢des, frequentemente observadas em feridas de dificil cicatrizac&o.

A acdo benéfica do urucum como agente cicarizante ainda carece de uma

compreensao integral. Acredita-se que seus carotenoides, especialmente a bixina e a
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norbixina, sejam responsaveis por acelerar o processo de cicatrizacdo. Tais
carotenoides constituem cerca de 93% do total dos carotenoides presentes no
urucum. Destaca-se que a bixina apresenta uma estrutura lipofilica, enquanto a
norbixina é hidrofilica, o que influencia tanto a extracdo a partir do fruto quanto a
incorporacao dos extratos ao LN. A confeccao de duas versdes de curativos dérmicos,
enriquecidas com bixina ou norbixina, pode facilitar a compreensdo de como esses
carotenoides interagem com o LN, desde a concepc¢do até a liberacao.

Varios fatores posicionam o Latex Natural e os Extratos de Urucum como
candidatos promissores na confeccao de curativos dérmicos, pois ambos pertencem
a biodiversidade brasileira e sdo facilmente obtidos. Ademais, a comprovada
biocompatibilidade desses compostos, ainda que em estudos isolados, justifica o
desafio de combinar ambos e buscar os meios que favoregam uma liberagéo segura

e eficaz.
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2. OBJETIVOS

- Otimizacdo da extracdo de carotenoides: Implementar métodos de
extracdo avancados que considerem a lipofilicidade da bixina e da norbixina, 0s
principais carotenoides encontrados no urucum. O objetivo é preservar integralmente
suas propriedades fisico-quimicas, garantindo a integridade e a qualidade dos
compostos extraidos.

- Analise avancada por cromatografia e espectroscopia: Utilizar técnicas de
cromatografia liquida e espectroscopia para uma andlise detalhada dos carotenoides
extraidos do urucum. Este enfoque permitira a identificacdo precisa das substancias
presentes e a quantificacdo de suas concentracbes, promovendo uma profunda

compreensao das propriedades intrinsecas desses compostos.

- Avaliagcdo daintegridade estrutural do curativo: Aplicar espectroscopia FT-
IR e resisténcia mecanica para investigar as possiveis alteracdes nas propriedades
fisicas do curativo dérmico ap0és a incorporacao dos extratos de urucum. Esta analise
sera crucial para elucidar o impacto dos compostos extraidos sobre as propriedades

estruturais e funcionais do curativo.

- Estudo da cinética de liberacdo de compostos: Utilizar espectroscopia na
regido ultravioleta e visivel (UV-Vis) para monitorar a liberacéo cinética dos compostos
contidos no curativo dérmico ao longo do tempo. Este estudo visa compreender a taxa
de liberacdo dos compostos do urucum incorporados ao latex natural em forma de

curativo.

- Avaliacdo de seguranca e biocompatibilidade: Realizar uma avaliacio
abrangente da toxicidade dos curativos dérmicos desenvolvidos. O foco sera garantir
sua seguranca biolégica e sua viabilidade clinica, visando assegurar a auséncia de

efeitos adversos e promover a confianga no uso terapéutico dos curativos.

2.1. Justificativa

Os estudos recentes que exploram os beneficios dos curativos dérmicos de
Latex Natural tém evidenciado uma alternativa eficaz, segura e economicamente

viavel para o tratamento de feridas. Esses curativos, além de atuarem como matriz
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polimérica para liberacdo controlada de substancias terapéuticas, tém se destacado
como uma opc¢ado de baixo custo e elevada eficacia terapéutica. Essa linha de
pesquisa motivou a busca por novas possibilidades de aprimoramento no campo da
cicatrizacao de feridas.

Nesse contexto, a proposta de incorporacdo de extratos de urucum ao latex
natural surge como um novo enfoque, aproveitando outro biomaterial proveniente da
rica biodiversidade brasileira. Os extratos de urucum, reconhecidos por suas
propriedades cicatrizantes, apresentam a promessa de conferir uma atividade
sinérgica ao tratamento de diversos tipos de feridas. A potencial sinergia entre o Latex
Natural e os extratos de urucum pode representar um avancgo significativo na
terapéutica de feridas, oferecendo uma abordagem promissora, ndo apenas eficaz
clinicamente, mas também sustentavel economicamente.

A investigacao da interacdo entre esses materiais e a avaliacao de seus efeitos
combinados no processo de cicatrizacdo de feridas visam aprimorar a eficacia
terapéutica dos curativos dérmicos, podendo representar um avanco significativo no
desenvolvimento de tratamentos para feridas, contribuindo ndo apenas para a saude
do paciente, mas também para a otimizacao dos recursos disponiveis no sistema de

salde.
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3. REVISAO

3.1.Reparacéo Tecidual

A cicatrizacdo de feridas, apesar dos avancgos tecnologicos, continua a
representar um desafio clinico significativo. A complexidade do processo muitas vezes
requer a conciliagcdo entre a eficacia do tratamento e uma abordagem de baixo custo,
com fatores determinantes como a gravidade da leséo e a frequéncia de troca dos
curativos (Bezerra, 2015).

O processo de cicatrizagcédo € intrinsecamente dividido em quatro estagios
principais: coagulacgéo, inflamacéao, cicatrizagédo e remodelagem. Apos a leséo inicial,
forma-se um codgulo de fibrina, e as plaquetas desempenham um papel fundamental
na sinaliza¢éo para o inicio do processo de reparacao tecidual (Simon, 2016).

Nas primeiras 48 horas pés-lesdo, os neutrofilos sdo o0s principais
protagonistas na resposta imunolégica, atuando na eliminagdo de bactérias e detritos
celulares (Velnar, 2009). A migracao subsequente de macréfagos, entre 48 e 72 horas
apos a lesdo, € essencial para a limpeza da ferida, removendo células mortas e
microrganismos remanescentes, além de estimular a regeneracéo tecidual (Simon,
2016). A fase de cicatrizacdo é marcada pela formacao de um novo tecido sobre a
ferida. Durante esse estagio, a producao de colageno pelos fibroblastos desempenha
um papel crucial na reconstituicdo dos tecidos, culminando na formacao do tecido de
granulacdo, composto por fibroblastos, novos vasos sanguineos e colageno,
contribuindo para o fechamento da ferida. No estadgio de remodelagem, o tecido
cicatricial amadurece gradualmente. Aos aproximadamente 21 dias poés-lesdo, a
cicatriz atinge uma etapa em que as fibras de colageno se organizam, resultando em
uma resisténcia maior a tragdo, embora ainda ndo equiparavel a de um tecido ndo
lesionado (Fabbrocini, 2010).

Contudo, a cicatrizacdo nem sempre € previsivel, pois infeccdes
persistentes podem causar um ciclo inflamatorio crénico, prejudicando a formacgéo
adequada do tecido cicatricial (Johnson, 2015). A cronicidade das feridas, associada
a dificuldade na restauracdo da vascularizagdo sanguinea, representa um desafio na
pratica clinica (Demidova-Rice et al., 2012).

A complexidade do processo de cicatrizagcdo tem motivado a pesquisa em
produtos naturais para auxiliar na reparacao tecidual, dada sua biocompatibilidade

dérmica (Minatel et al., 2010). No Brasil, as Ulceras cronicas dos pés e pernas sao
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uma das principais causas de afastamento do trabalho (Mandelbaum, 2003),

evidenciando a necessidade de terapias mais eficazes e acessiveis.

3.2.Curativo Dérmico

Os registros historicos datados de 2200 AC descrevem 0 uso pioneiro de
curativos dérmicos, compostos por uma mistura de plantas, ervas, mel e argila,
utilizados tanto para proteger as feridas quanto para absorver o exsudato. Essa pratica
ancestral, transmitida por curandeiros ao longo das geracfes, mantém sua relevancia
na medicina contemporanea, uma vez que muitos desses componentes ainda sao
empregados com eficacia comprovada no tratamento de diversas lesdes (Broughton,
2006).

No contexto atual, a medicina enfrenta um desafio consideravel com as
feridas crénicas ou de dificil cicatrizacdo, cuja persisténcia pode se estender por
meses ou anos, sendo associadas a queimaduras, traumas ou condi¢des sistémicas
como diabetes mellitus (Ministério da Saude, 2011).

Para atender a essa demanda, os curativos dérmicos tém sido amplamente
adotados como uma ferramenta crucial (Figura 1). Esses curativos funcionam como
Sistemas de Liberacgéo (SL), contendo substancias que séo aplicadas diretamente na
pele, liberando gradualmente seus componentes ativos ao longo do tempo. Eles
desempenham um papel fundamental ao criar um ambiente propicio para facilitar as

etapas naturais do processo de cicatrizagao.

Figura 1 — Curativo dérmico no tratamento de feridas

Curatlvo dermlco ho tratamento de ferldas

Perda da umidade Aplicagdo do
curativo dérmico

Barreira contra
patégenos

Reducdo na altura, e
na elasticidade da cicatriz

Fonte: Arquivo Pessoal (2019)
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Além de regular a quantidade de colageno, mantendo o equilibrio de
umidade na area lesionada e prevenindo a formacédo de queloides, esses curativos
tém sido cada vez mais sofisticados em sua composicao e design. Novos materiais,
como hidrogéis, membranas bioativas e curativos inteligentes, integram tecnologias
inovadoras que proporcionam condi¢cfes ideais para a recuperacéo tecidual (Dhivya,
2015).

Apesar dos avangos, desafios persistem no desenvolvimento e uso dos
curativos dérmicos, limitacdes técnicas, aspectos de custo, adequacao aos diferentes
tipos de feridas e a necessidade de personalizacdo dos tratamentos para cada
paciente sdo consideracdes essenciais em busca de terapias mais eficazes e
acessiveis.

Em resumo, os curativos dérmicos, ao longo da histéria e na
contemporaneidade, representam uma ferramenta valiosa na promocdo da
cicatrizacdo eficaz de feridas. Entretanto, as pesquisas e inovagfes continuam a
desempenhar um papel crucial na melhoria desses dispositivos, visando aprimorar

sua eficacia e acessibilidade para uma gama mais ampla de pacientes.

3.3. Viabilidade econdtmica

Uma andlise recente, focada nos custos associados ao tratamento de Ulceras
venosas em um ambulatério, revelou dados importantes ao segmentar as feridas em
dois grupos distintos, de acordo com o tamanho das feridas (menores e maiores que
24 cm?), foi possivel constatar que aproximadamente 54% das feridas possuem mais
de 24 cm?. A partir deste levantamento, apresentaram a estatistica descritiva para os
dois grupos ao utilizar curativos a base de hidrogel. A analise demonstrou que o custo
médio mensal para o tratamento de feridas de até 24 cm? foi de R$344,81 por
paciente, ja para o grupo acometido de feridas maiores que 24 cm?, o valor foi de
R$705,36. Considerando-se que o tratamento de feridas de dificil cicatrizacdo pode
se estender por longos periodos, o custo médio de um tratamento avaliando o periodo
de 90 dias foi de R$2027,84 (Mata, 2012).

Outro importante levantamento pode ser obtido através do processo licitatorio
(sistema de registro de precos) realizado na cidade de Araraquara-SP no ano de 2017,

onde € possivel observar o investimento municipal de diversos itens utilizados como
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curativos e materiais para tratamento de feridas, com valor estimado de R$ 560.874,
50. Dentre todos os itens presentes na lista, destaca-se o custo de um curativo estéril
de alta tecnologia, composto por carboximetilcelulose e prata ibnica, de valor estimado
de R$300,00 por unidade (PMA, 2017).

E importante ressaltar que os custos significativos associados ao tratamento de
feridas de dificil cicatrizacdo estimulam a busca por alternativas economicamente
viaveis. Nesse sentido, a pesquisa e desenvolvimento de curativos dérmicos
compostos por biomateriais naturais tém ganhado destaque, ndo apenas devido a sua
biocompatibilidade, mas também devido a reducdo substancial nos custos de
producéao.

Os estudos recentes direcionados ao desenvolvimento desses curativos
dérmicos estimam um custo de confeccdo em torno de R$0,20 e R$0,30 (ndo
considerados os custos para producdo em escala comercial), 0 que representa um
custo consideravelmente menor se comparado a alguns curativos utilizados para a
mesma finalidade (G1, 2016).

3.4.Latex Natural (Hevea brasiliensis L.)

O latex natural (LN) € um material de origem vegetal, sendo formado através
do processo enzimético em diversas plantas, pertencentes principalmente as familias
da Euphorbiaceae, Compositae, Moraceae e Apocynaceae. Para fins industriais a
principal fonte de obtencao provém de uma arvore chamada H. brasiliensis, conhecida
popularmente no Brasil como “seringueira” (Figura 2) e pertencente a familia
Euphorbiaceae.

Figura 2 - Extracdo de latex da Hevea brasiliensis L.

Fonte: (Videoblocks, 2018)
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O desenvolvimento da seringueira ocorre em ambientes quentes e Umidos,
tipicos de climas predominantes na por¢cdo norte da Ameérica do sul (Brasil e
Guatemala) no sudeste da Asia (Malasia, india, China, Sri Lanka e Vietnam) e no
sudoeste da Africa (D'Agostini, 2013).

O consumo anual de latex natural aproxima-se de 20 milhdes de toneladas,
sendo que a produtividade de um unico exemplar de H. brasiliensis € de 50 a 100
gramas de latex por dia e é composto principalmente pelo polimero cis-1,4-
poliisopreno (Puskas et al., 2014) conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao do latex natural

Composto Quantidade (%)
cis-1,4-poliisopreno (PIP) 25-35
Proteinas 1-1,8
Carboidratos 1-2
Lipidios 04-11
Aminoacidos 0,5-0,8
Agua 50 - 70

Fonte: Puskas et al.,2014
Nas extremidades de suas macromoléculas, pode haver ligacbes de
unidades estruturais ndo isoprénicas, principalmente proteinas, aminoacidos e

fosfolipidios (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica cis-1,4-poliisopreno do latex natural
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Fonte: (Continental, 2007)

Existem no mercado, ao menos 40 mil tipos de produtos fabricados com
latex natural, entre eles mais de 400 com aplicacdo médica (Mooibroek & Cornish,
2000). Uma das maiores preocupacdes da utilizacdo do latex natural em aplicacdes
médicas é a reacao alérgica, denominada alergia de latex (hipersensibilidade tipo 1),
gue embora tenha sido estudada a partir dos anos 80, seu mecanismo ainda ndo esta
completamente elucidado. Acredita-se que o processo alérgico seja causado pelas
proteinas presentes no latex da H. brasiliensis, estimulando as células B a produzirem
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anticorpos IgE (imunoglobulina E). Em reac¢des alérgicas, os anticorpos IgE ligam-se
a receptores dos mastocitos e causa a secrecdo de histamina no organismo,
desengatilhando uma resposta imune. Existem mais de 200 tipos de proteinas no LN
e acredita-se que aproximadamente um quarto delas seja responsével por reacdes
alérgicas (Puskas et al., 2014), sinalizando a importancia em evitar a presenca de
proteinas no LN utilizado em aplica¢cdes médicas.

Uma das aplicagBes médicas estudadas atualmente é desenvolvimento de
curativos dérmicos para queimaduras, regeneracao 6ssea e ferimentos (Figura 4),
uma vez que o LN possui caracteristica biocompativel e propriedades que auxiliam a

regeneracao tecidual e estimulo a neoangiogénese (Herculano et al., 2009).

Figura 4 - Ferida cronica ap0s 4 meses de tratamento com curativo dérmico de LN

Fonte: (Herculano, 2009)

Estudos relatam que os curativos compostos por LN tém a capacidade de
remover tecido necrético e estimular a angiogénese e repitelizacdo, mesmo em
pacientes acometidos de feridas cronicas, originadas de complicacdes de diabetes,
ou casos de complicacdes cirargicas (Frade, 2004).

Atualmente vem sendo estudado o desenvolvimento de curativos de LN
compostos, com efeito sinérgico sobre o tratamento de feridas ou até mesmo de dupla
acdo. Como exemplo, nos curativos compostos por LN e extrato de propolis, os dois
compostos se complementam potencializando a acao cicatrizante e ainda conferindo
ao curativo propriedades antimicrobianas (Zancanela et al., 2019); o LN mostrou-se
também benéfico quando utilizado como matriz de liberacdo de medicamentos, onde
0 composto incorporado a matriz sera liberado de forma gradativa e prolongada, uma
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vez que o curativo possui a capacidade de reté-los e ao contato com pele ou outro
tecido, ser liberado durante varios dias, assim como a escopolamina no tratamento de
cialorréia (Beatriz et al., 2016) ou acetato de desmopressina no tratamento de
enurese. Neste Ultimo comprovou-se que a matriz polimérica permitiu a liberacéo de

60% do composto apds 96h de liberacéo (Barros et al., 2017).

3.5.Urucum (Bixa orellanaL.)

A etimologia da palavra "urucum" origina da linguagem Tupi-Guarani e
significa "vermelho" (uru-ku). Sua denominagéo cientifica, Bixa orellana L., foi uma
homenagem de Linnaeus a Francisco Orellana (1490-1546), explorador espanhol que
navegou pelo rio Amazonas (United States Department of Agriculture, 1945).

A primeira referéncia documental ao urucum pode ser atribuida Pero Vaz de
Caminha em sua carta ao rei de Portugal Dom Manuel informando a descoberta do
Brasil (Ministério da Cultura). Diz em um trecho da carta:

Alguns traziam uns ouricos verdes, de arvores, que, na cor, queriam
parecer de castanheiros, embora mais pequenos. E eram cheios duns
grdos vermelhos pequenos, que, esmagando-os entre os dedos, faziam

tintura muito vermelha, de que eles andavam tintos. E quanto mais se
molhavam, tanto mais vermelhos ficavam.

E possivel notar através da correspondéncia, as referéncias ao urucum e até
mesmo algum relato sobre as caracteristicas fisico-quimicas observadas no fruto,
como a lipofilicidade de seu principal constituinte, que conforme trecho da carta,
guanto mais os indios se molhavam, mais vermelho ficavam, uma vez que os
carotenoides de tonalidades menos intensas sao hidrofilicos, sendo removidos da pele
em contato com a agua, permanecendo assim o carotenoide mais avermelhado. Os
europeus logo foram atraidos pela coloracdo vermelha sempre presente nas peles
dos indigenas, nascendo dai a expressao “pele vermelha” (NIIR Board of Consultants
and Engineers, 2006). Além de ser utilizado como tintura ornamental para alguns
rituais, cacas e combates, os indigenas também utilizavam o urucum como agente
protetor solar e contra insetos (United States Department of Agriculture, 1945).

O arbusto de Bixa orellana L. pode atingir até 5 metros de altura; seu tronco
€ revestido por casca de coloracdo parda, possui copa bem desenvolvida com

folnagem alternada e persistente; seu fruto (Figura 5) é espinhoso e ovéide, contendo
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em seu bojo, de 30 a 50 sementes com arilo ceroso de cor vermelha ou laranja,

reunidos em cachos de até 17 unidades (Carvalho et al., 1989).

Figura 5 - Fruto do urucum (A). Semente de urucum (B)

Fonte: (Carvalho et al., 1989)

Embora o urucum tenha sido apresentado aos europeus pelos indios, logo
gue chegaram a América, foi somente no século XVIII que os ingleses descobriram
gue o urucum poderia ser utilizado como corante ao se ligar a proteina do leite e nao
se perder durante a cura, tornando sua aparéncia mais atrativa. Neste momento o
urucum deixava de ser Util apenas as tribos indigenas para ser um produto de enorme
fator comercial na Europa. Estima-se que somente em 1944 mais de 15 toneladas de
sementes de urucum foram transportadas para a Europa (Patino, 1967).

O Brasil é lider mundial na produgdo de urucum, com mais de 10 mil

toneladas, o que representa 39% da producao mundial (Figura 6).

Figura 6 — Producdo mundial de urucum
Distribuicdo da producdo mundial de sementes de urucum (Ano base - 2015)
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Fonte: (Mansin, 2015)
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Atualmente o urucum ocupa a segunda posicdo no ranking mundial dentre os
corantes de maior importancia econémica, sendo o mais utilizado na industria de
alimentos (Lauro, 2000).

Embora o urucum ja tenha sido utilizado pelos indios como agente protetor
para a pele e contra insetos, sua utilizacdo em larga escala esteve sempre associada
ao uso como corante, porém nos ultimos anos uma nova aplicacéo foi encontrada de
forma acidental, quando o mecéanico Aloisio José Pires, na tentativa de utilizar o
corante no desenvolvimento de um lapis percebeu que os pequenos ferimentos
decorrentes das atividades em sua oficina e que estavam presentes em sua mao
cicatrizaram-se de forma acelerada durante a manipulacdo do corante. O fato curioso
foi compartilhado com cientistas na Universidade Federal de Vigosa (UFV). A partir
deste relato, iniciaram as pesquisas que resultaram no desenvolvimento de pomada

cicatrizante contendo urucum (John, 2016).

3.5.1. Composicao nutricional da semente de urucum

A semente de urucum apresenta em sua superficie um arilo (pericarpo) que
possui varias substancias além do pigmento vermelho caracteristico, como
demonstrado anteriormente na Figura 5. Este arilo representa cerca de 5 a 10% do
peso da semente, dos quais aproximadamente 30% s&o representados pelos
carotenoides. A Tabela 2 apresenta a composicdo nutricional das sementes de

urucum.

Tabela 2 - Composicdo da semente de urucum

Composicéo (g/100g) Semente (sem arilo) Arilo
Cinzas 4.6 2,0
Proteina Bruta (%N x 6,25) 10,8 2,5
Extrato etéreo 4,8 30,0
Carboidratos totais 70,0 32,0
Carotenoides totais - 30,0

Fonte: (Carvalho et al., 1989)

Dentre os carotenoides, o mais abundante é a bixina, que corresponde a mais
de 80% do total encontrado nas sementes, possui propriedade lipossoluvel devido a

presenca do éster metilico (Figura 7) (Carvalho et al., 1989).



26

A eficiéncia da bixina foi estudada quando um grupo de camundongos
diabéticos com ferida cutanea foi tratado com nanofibra de policaprolactona carreada
com bixina. O resultado demonstrou que a nanofibra contendo bixina acelerou o
processo de cicatrizacdo de ferida, além de reduzir o tecido cicatricial, quando
comparado ao grupo de camundongos tratados com a nanofibra sem a adicdo da

bixina (Prinzon-Garcia et al, 2017).

Figura 7- Estrutura guimica da bixina
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Fonte: Arquivo Pessoal

Em outro estudo, Pérez e Gonzales (2010) observaram aceleracdo no
processo de cicatrizacdo em camundongos com lesdo quimica induzida e tratados
com creme de urucum por 3 dias, onde o aspecto das feridas tratadas com o creme
apresentou melhora na cicatrizagdo quando comparado ao grupo de controle.

Estudos realizados por Capella (2015) comprovaram a eficacia deste
carotenoide ao acelerar as fases iniciais de cicatrizacao em feridas abertas. Em seu
estudo, Capella relatou a acdo pro-inflamatéria do extrato oleoso de urucum, onde
ocorreu maior formacdo de crostas e epitelizacdo em menor tempo em relacéo ao
grupo de controle. O estudo também demonstrou que o grupo tratado com extrato
oleoso de urucum apresentou maior retracao cicatricial durante o reparo tecidual.

A norbixina, outro carotenoide, cuja estrutura esta representada na Figura 8,
€ encontrada em pequena quantidade no urucum, porém pode ser originado a partir
da retirada do grupo metil éster da bixina, através da hidrdlise alcalina em uma reagao
de saponificagao (Silva, 2006).

Figura 8 — Estrutura quimica da norbixina
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A norbixina apresenta maior solubilidade aquosa em razdo do grupamento
carboxila, sitio de interacbes com moléculas de agua (Garcia, 2012), precipita em
meio &cido e reage com agua, produzindo solu¢do nebulosa (Maga, 1994).

Silva (2009) realizou um estudo a fim de identificar as melhores condi¢des
para extracdo da norbixina por saponificacdo (Figura 9), primeiramente agrupando
amostras de sementes de urucum em seis grupos e utilizando como solvente KOH em

diferentes concentracodes (0,6 — 5%), todas expostas a 50°C de temperatura.

Figura 9 - Hidrolise da bixa em norbixina
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Fonte: Arquivo pessoal

Apés andlise em cromatografia liquida verificou-se que a saponificacao
ocorre com melhor eficiéncia em concentracbes de KOH de 4%, com 68% da bixina
saponificada. Em seguida, foi avaliada a influéncia da temperatura, dividindo as
amostras em quatro grupos e utilizando KOH a 4% como solvente. O tempo de
extracdo para as quatro fracdes foi de 1 hora. Para cada amostra foram ajustadas
diferentes temperaturas, na faixa de 25 — 70°C. Este estudo pode determinar que a
temperatura também influencia o processo de saponificacdo da bixina em norbixina.
Ao submeter o extrato ao ensaio cromatografico, observou-se que 100% da bixina
presente na amostra foi saponificada.

Santos (2014) avaliou o processo de cicatrizagdes cutaneas em feridas abertas
induzidas em ratos tratados com extrato de urucum contendo 2,5% de norbixina. O
estudo permitiu concluir que o extrato de urucum contendo norbixina influenciou todas
as fases do reparo tecidual, com relevante efeito pro-inflamatoério e inducédo de

angiogénese.
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3.5.1.1. Outros carotenoides

Jondiko & Pattenden (1989) apesentaram uma relacdo contendo outros
carotenoides presentes no urucum, em quantidades inferiores a 1% do total de

carotenoides (Tabela 3).

Tabela 3 - Outros carotenoides presentes na semente de urucum

Metil, 9'- cis-apo-6'-licopenato Dimetil 9’-cis-6,6’-diapocaroteno-6-6’-dioato (metil bixina)
Dimetil-9-cis-9'-cis-6,6’-diapocaroteno-6,6’- dioato Metil 9-cis-8'-0x0-6,8'- diapocaroteno-6-oato
Metil-9-cis-6'-0x0-6,6'-diapocaroteno-6-oato Metil-9-cis-6'-0x0-6,5'-diapocaroteno-6-oato
Metil-9-cis-10'-0x0-6,10'-diapocaroteno-6-oato Metil-4-cis-4,8-dimetil-12-oxo-dodecil-2,4,6,8,10-pentaenoato

6-geranigeranil-8'-metil-6,8'-diapocaroteno-6-8'-dioato 6-geranigeranil-6'-metil-9-cis-6,6'-diapocaroteno-6-6'-dioato
6-geranigeranil-6'-metil-6,6'-diapoca- roteno-6-6'-dioato ~ Metil-(all-E)-apo-8'-licopenato
Metil-(all-E)-apo-6'-licopenato Metil-(9-cis)-apo-8'-licopenato
Metil-(7,9,9'-cis)-apo-6'-licopenato Metil-(all-E)-8'-apo-b-caroteno-8'-oato

Fonte: Jondiko & Pattenden (1989)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta de matérias-primas

4.1.1. Latex Natural

O latex natural proveniente da seringueira Hevea brasiliensis L. (clone RRIM
600) foi obtido da empresa BDF Latex Ltda., localizada em Guarantd/SP. Apés a
extracdo, optou-se por manter o material em estado liquido utilizando aménia (pH=10).
Em seguida, realizou-se uma centrifugacéo a 8000g, visando a remocao de proteinas
de alto peso molecular conhecidas por serem causadoras de alergias, conforme
descrito por Herculano et al. (2009). Este procedimento visa garantir a qualidade e

seguranca do latex utilizado nas analises e experimentos subsequentes.

4.1.2. Urucum (Bixa orellana L.)

Os frutos de urucum foram coletados no Sitio Sdo Francisco, situado no
assentamento Horto de Bueno de Andrada, lote 23, na cidade de Araraquara-SP
(Latitude: -21.6682856, Longitude: -48.2461973). As sementes foram delicadamente
extraidas e, em seguida, armazenadas em um refrigerador, acondicionadas em
frascos com protecéo contra a incidéncia de luz, garantindo condi¢des ideais para a

preservacao de sua integridade e qualidade.

4.2. Determinacgéo do teor de umidade das sementes e urucum

Uma amostra, composta por 1,07g de sementes de urucum, foi submetida a um
ensaio preciso de determinacédo do teor de umidade por meio de um analisador de
umidade Mettler Toledo, utilizando a técnica de secagem a 105°C até alcancar massa

constante. O resultado desta analise foi calculado empregando a Equacéo 1.

MI — MF
Umidade (%) = % * 100 (1)

Onde:
MI = representa a massa inicial da amostra
MF = representa a massa da amostra apds secagem
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Esta abordagem rigorosa proporcionou resultados confiaveis para a
determinacao precisa do teor de umidade nas sementes de urucum, contribuindo para

a robustez dos dados obtidos.

4.3. Extracdo de carotenoides do urucum

4.3.1. Extrato A (rico em norbixina)

Foram utilizados 10,04g de sementes de urucum, mergulhadas em 75mL de
solucéo de hidroxido de potassio 4% (p/v) e colocadas sobre agitacdo a 100 RPM e
temperatura constante de 70°C por 1 hora. Ao término do processo de extracdo, o
volume final foi determinado e o extrato armazenado em frasco de vidro ambar,

acondicionado em refrigerador.

4.3.2. Extrato B (rico em bixina)

A Solucéo Extrativa de bixina foi obtida utilizando-se 8,02g de sementes de
urucum, mergulhadas em 40mL de dimetilsulfoxido, permanecendo por 1 hora em
banho ultrassoénico. O extrato foi filtrado e transferido para proveta de 50mL, tendo
seu volume completado a 40mL, para ser acondicionado em frasco de vidro ambar

sob refrigeracao.

4.4. Caracterizacdo de Padrdes de Bixina

4.4.1. Preparo e anélise do padrao de referéncia

O padrao de bixina da marca Sigma-Aldrich, lote BCBZ8757, foi adquirido para
servir como referéncia nos ensaios relacionados ao carotenoide, estabelecendo uma
base confiavel na andlise quantitativa do composto. A Tabela 4 apresenta as

especificacdes e resultados apresentados no certificado de analise do padréo:

Tabela 4 - Especificacdo e Resultados do padréo de bixina
Teste Especificacdo Resultado
Cor vermelho a vermelho escuro e roxo a roxo escuro vermelho-roxo
Forma Pé Pé
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Teste Especificacéo Resultado
Pureza (% area em HPLC) 2 90% 99,2%
Comprimento de onda (UV-Vis) 465 — 475nm 470,4nm
Solvente (UV-Vis) Cloroférmio Cloroférmio

Fonte: Arquivo pessoal

Para os ensaios de cromatografia liquida, a solucao estoque foi preparada com
0,52mg do padréao de referéncia, transferida para baldo de 20mL e completada com
metanol.

A solucao estoque utilizada no ensaio de identificagdo em espectrofotometria
foi preparada a partir da pesagem de 0,48mg de padrdo referéncia de bixina em
balanca analitica Shimadzu modelo AUW220, a quantidade foi transferida para balédo

de ensaio de 20mL e completado com cloroférmio.

4.4.2. Preparo e andlise do padrao caracterizado

Para preparar o padrdo caracterizado, 10g de sementes de urucum foram
lavadas com éter de petroleo e hexano para remocéao de lipidios. As sementes foram
extraidas com cloroférmio, agitadas e mantidas a 60°C por 30 minutos, passando por
duas extracdes sucessivas. O extrato foi evaporado, filtrado e armazenado. Apos 24

horas, foi refiltrado, recristalizado e armazenado sob refrigeracéo.

44.2.1. Ensaios de cromatografia liquida (HPLC)

Os ensaios em HPLC utilizaram um instrumento Agilent 1260, com bomba
quaternaria ajustada em 0,7 mL/min, amostrador automatico e sensor DAD ajustado
em 460 nm para sinal de aquisi¢ao e de 190 a 500 nm para obtencéo dos espectros.
A coluna Agilent Poroshell 120 EC-C18 de 4,6 x 50 mm e 2,7 um foi empregada,
mantendo as amostras a 20°C e a temperatura da coluna a 40°C. A fase movel
consistiu em uma mistura de acetonitrila:agua acidificada em acido acético (5%), na

proporcao de 75:25.
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4.4.2.1. Adequacdao do sistema (System Suitability)

Os testes de Adequacéao do Sistema verificam se o sistema cromatografico esta
adequado aos ensaios que serao realizados. Os testes sdo baseados no conceito de
que o equipamento, a eletrdnica, operacdes analiticas e amostras a serem analisadas
constituem um sistema integral e que pode ser avaliado como tal (United States
Pharmacopeia , 2006). Os testes de Adequacdo do Sistema utilizados no
desenvolvimento do método adotado para o presente estudo sdo apresentados na
Tabela 5:

Tabela 5 - Parametros de Adequacdo do Sistema
Paréametro Especificacdo Definicéo

Tempo em que 0 composto de interesse permanece retido na
coluna cromatografica antes de ser detectado. Este parametro
requer um valor aproximado do valor definido durante o
desenvolvimento do método. Este valor serd utilizado pelo
sistema de dados como parametro para identificagdo de um
composto; picos que se apresentarem foram do intervalo
estabelecido ndo serdo identificados.

Tempo de Aproximadamen
Retencéo (tr) te 3,5 minutos

Verifica a capacidade da coluna para separar um analito dos
Resolucéo Maior que 1,5 outros na mistura. Dois picos serdo considerados resolvidos
se o fator de resposta calculado for maior que 1,5.

Os valores quantitativos de assimetria de pico sdo
importantes, especialmente ao se lidar com componentes de
Assimetria Menor que 2 rastreamento. Além disso, como a assimetria pode variar no
decorrer da vida Gtil de uma coluna, pode ser importante

rastrear esses dados continuamente.

O célculo do nimero de chapas é um indicador importante da
eficiéncia da coluna. Muitos cromatdgrafos preferem monitorar
0 ndmero de chapas como um indicio de quando a coluna
devera ser substituida.

Fonte: Arquivo pessoal

Pratos tedricos | Maior que 2000

4.4.2.2. Checagem da Pureza de Pico

Um paréametro importante apos obtencdo dos dados é checar a pureza dos
picos detectados, para excluir a possibilidade de haver impurezas co-eluindo com o
composto principal. A pureza dos picos identificados neste estudo foi determinada
pelo detector DAD, ao verificar se um pico € espectralmente homogéneo. O software
sistema sobrepde o0 espectro de cada ponto ao longo do pico, exceto seu apice, este
por sua vez sera utilizado como referéncia para o calculo. A partir de um indice de

similaridade (maior que 0,99), cada espectro encontrado ao longo do pico é
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comparado com o espectro de referéncia. A soma da area dos picos onde o espectro
€ dado como semelhante é dividida pela area total do pico, o que resulta no valor de

pureza de pico.

4.4.2.3. Teor de bixina no padréo caracterizado

O teor relativo de bixina presente nos padrdes foi realizado para comparar o
valor apresentado no certificado do produto, utilizando o mesmo método de calculo
utilizado para obter o resultado apresentado no certificado do padréo de referéncia
(Equacéo 2), determinando o resultado através percentagem de area do pico de bixina

em relacdo aos demais picos apresentados.

bixina* (%) = <>+ 100 )

Onde:

AB = drea de bixina

AD = area de picos desconhecidos

* em relagdo aos demais picos apresentados

O teor real de bixina do padrao caracterizado foi realizado em relagdo ao teor
do padrao de referéncia utilizando a Equacao 3.

bixina (%) =%*%*%* 100 €))

Onde:

AC = drea de bixina em padrdo caracterizado
AR = drea de bixina em padrdo de referéncia
MR = massa de bixina em padrdo de referéncia

MP = massa de bixina em padrdo caracterizado
T =Teor de bixina em padrdo de referéncia

E esperado que o teor de bixina em percentagem de area no padréo
caracterizado se apresente semelhante ao do padréo de referéncia, pois realiza a
comparacao com outros carotenoides que séo identificados na amostra, porém o
resultado de teor real deve ser relativamente inferior, pois espera-se que o padréo
caracterizado possua outros compostos presentes nas sementes de urucum por nao

haver um processo de purificagdo com precisédo ao nivel do padréo de referéncia.
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4.4.3. Analises dos carotenoides em espectrofotometria UV-Vis

Os ensaios foram conduzidos em um espectrofotdmetro Agilent modelo 8453,
com cubeta de quartzo de 10mm, operando na faixa de 200 a 800nm. Os dados foram

processados pelos softwares Agilent ChemStation UV-Vis e Minitab 17.

As bandas de absorbancias maximas do espectro de bixina da solucéo padréo
caracterizado foi comparada com o espectro obtido na solucdo padréo de referéncia

para a identificacdo da bixina.

4.4.3.1. Calibracdo da curva analitica

Seis solu¢des de concentracdo conhecida foram preparadas (1,3 — 26 pg/mL)
a partir da solucédo estoque para a curva de calibracdo. A média da absorbancia de

cada solucao foi usada na Equacéo 4 pelo método linear.

i=1",k

Onde:

Yi= sinal analitico

Xi = concentracao

B0 = coeficiente linear ou intercepto
B1 = coeficiente angular

€ = erro experimental

k = quantidade de niveis

O resultado da curva de calibracdo foi utilizado para quantificacdo de
carotenoides nas diversas etapas deste estudo conforme Equacdo 5. Esta é uma
variacao da Lei de Lambert-Beer, que relaciona a absorgéo da luz as propriedades do
material no qual ela se propaga, sendo que a absorbancia varia proporcionalmente a

distancia em que a luz viaja através do material e sua concentracéo (Crystal-IS, 2019).

~ mg
concentragao (—) =
mL

Abs+CL VB ™ (5)
ca ~va

Onde:

Abs= absorbancia

CL= coeficiente linear

CA = coeficiente angular

VA = volume da aliquota

VB = volume do baldo

* multiplica-se por 0,96 para quantificar a norbixina
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A partir da Lei de Lambert-Beer (Equacao 5) foi possivel realizar um ajuste a
partir das massas moleculares da bixina e norbixina e assim obter um fator de
correcdo (Fc) a ser usado para quantificar a norbixina em funcdo da curva de
calibracdo da bixina. No presente estudo, na auséncia de um padréo primario para a
norbixina, a obtencdo de sua concentracéo foi obtida utilizando um fator de converséo
a partir da massa molecular de ambos os carotenoides.

Na equacdo de Lambert-Beer, a concentragdo molar (c) da bixina é obtida a
partir de sua massa molar de 394,5g/mol; a massa molar da norbixina & de
380,52g/mol. Sendo assim, a relacdo norbixina/bixina é de 0,96. Com isto, o valor de
0,96 foi adotado como fator de correcdo, que utilizado na Equacédo 6 resultara na
concentracéo de norbixina.

A=a.b.c ©)

onde

A=absorbancia

a = absortividade molar
b = caminho 4ptico

¢ = concentra¢do molar

4.5. Perfil de degradacéao

Devido a conhecida sensibilidade dos carotenoides em meio aquoso, conforme
discutido por Maga (1994), realizamos uma andlise detalhada do perfil de degradacao
do extrato de norbixina. Para isso, foram coletadas aliquotas de 1 mL, diluidas na
mesma proporcdo em uma solucéo apropriada, seguindo as condicfes detalhadas na
Tabela 6. As solucdes foram mantidas nessas condi¢cdes controladas por um periodo
de 12 horas antes de serem submetidas aos ensaios espectrofotométricos. Este
cuidadoso procedimento visa garantir a integridade e confiabilidade dos dados,
minimizando possiveis efeitos adversos decorrentes da exposicdo prolongada em

meio aquoso.

Tabela 6 - Solucbes utilizadas no ensaio de degradacédo

Condicao Solugao
Degradacado basica Hidréxido de sédio 0,1N
Degradacdo acida Acido cloridrico 0,1N
Temperatura ambiente (com incidéncia de luz) Agua purificada
Temperatura a 70°C Agua purificada
Condicionado em refrigerador Agua purificada

Fonte: Arquivo pessoal
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Para estabelecer um valor de referéncia neste ensaio, determinamos a
absorbancia em 480nm de uma aliquota do Extrato A no momento da leitura. Essa
aliquota foi preparada da mesma forma que as amostras em teste, garantindo
uniformidade nos procedimentos. Este valor de referéncia serve como uma base
comparativa essencial para avaliar qualquer alteracdo na absorbancia durante o
periodo de exposicdo controlada do Extrato A, assegurando a confiabilidade dos

resultados obtidos nos ensaios espectrofotométricos.

4.6. Estabilidade

Com o proposito de determinar o intervalo de tempo adequado para a utilizacao
do extrato na elaboracédo dos curativos, realizamos o0 ensaio de estabilidade. Nesse
estudo, o extrato foi mantido nas melhores condicdes estabelecidas apés a anélise de
degradacéo for¢cada (conforme descrito no item 4.6).

Leituras espectrofotométricas foram conduzidas em intervalos regulares,
analisando a variacdo percentual na reducdo da absorbancia da norbixina ao longo
do tempo. Estabelecemos um critério de aceitacao, definido dentro da faixa de um
desvio padrao (1 o) da média dos resultados. O limite de tempo foi determinado como
o Ultimo valor dentro das especificacbes antes de dois resultados consecutivos
ultrapassarem o critério de aceitacdo, assegurando assim a confiabilidade e

consisténcia do extrato ao longo do tempo.

4.7. Confeccdo e analise do curativo dérmico

Foram coletadas duas aliquotas de 45 mL de latex natural, transferidas
individualmente para tubos de plastico com tampa. Em seguida, aliquotas de 3 mL de
cada extrato de urucum foram adicionadas a cada tubo, resultando em solucdes
Extrato:LN na proporcéao de 1:15. As solugdes contendo Extrato A e Extrato B foram
submetidas a agitacdo vigorosa em vortex para garantir homogeneidade.

Apos aproximadamente 10 minutos de repouso, as solugdes foram transferidas

para moldes de acrilico de 55 mm de largura x 0,55 mm de altura (1,3 mL). Essa etapa
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visou a obtencao de curativos dérmicos carreados com o Extrato A (rico em norbixina)
e curativos dérmicos carregados com o Extrato B (rico em bixina) de urucum.

As membranas resultantes foram entdo acondicionadas em estufa para
secagem a 37°C, seguindo um periodo de 48 horas para completa polimerizacao,
conforme descrito por Herculano em 2009.

Para determinar o teor de urucum presente nos curativos, expresso pelos

carotenoides bixina e norbixina, aplicamos a Equagéo 7.

Concentracao (1g/curativo) = % * 1000 (7)

Onde:
V = Volume de solugéo latex/urucum
T = teor de urucum no Extrato

Essa abordagem proporciona uma avaliacdo quantitativa precisa, fundamental
para o controle de qualidade dos curativos derivados do latex natural enriquecido com

extratos de urucum.

4.7.1. Andlise de resisténcia mecanica

O Latex Natural esta classificado no grupo dos elastdbmeros, materiais de
comportamento elastico ao sofrerem tensdo; possuem um limite de elasticidade a
aplicacdo de determinada tensdo, abaixo da qual retornam ao comprimento inicial,

obedecendo a lei de Hooke (Figura 10).

Figura 10 - Comportamento mecanico dos elastomeros

A: Limite de elasticidade
B: Ponto de escoamento inicial
C: Ponto de escoamento final
A c D: Limite de tensdo

E: Ponto de ruptura

Tensao

o |fase elastica fase plastica
Deformacao

Fonte: Arquivo Pessoal
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O ensaio de resisténcia mecanica foi aplicado a corpos de prova de curativos
dérmicos (30mm x 30mm), utilizando instrumento universal de ensaios EMIC DL 2000
com célula de carga de 50kgf.

O objetivo do ensaio de resisténcia mecanica foi avaliar o comportamento
elastico das amostras ao comparar o modulo de Young (Mddulo de Elasticidade) do
curativo dérmico composto latex natural, comparado as versfes A (contendo extrato
A) e B (contendo extrato B) dos curativos dérmicos.

O Mébdulo de Young (E) é definido como a inclinacdo da curva da relacéo

tensdo/deformacéo na secao elastica, conforme a Equacéao 8.

Yiz1(0; — ) (& — &)

(0; — 0)?

E= (8)

Onde:
o =tensdo aplicada em Mpa
€ = deformagdo elastica longitudinal do corpo de prova

Os resultados foram confrontados aos valores esperados para o latex natural,
com modulo de elasticidade abaixo de 2,5MPa (CUED, 2003) e comparados com 0s
resultados obtidos por Borges, que apresentou modulo de Young de 0,8 MPa para

membranas compostas por latex natural com fins farmacéuticos (Borges, 2015).

4.7.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

O ensaio de espectroscopia por transformada de Fourier (FT-IR) avalia se as
propriedades fisicas do LN néo foram afetadas ap0s a incorporacéo dos extratos, por
exemplo, a elasticidade do LN, que é fator importante em aplicacbes biomédicas
(Herculano, 2009).

Desta forma, as possiveis interacdes entre o LN e os Extratos A e B foram
avaliadas por meio de espectroscopia no infravermelho com o auxilio de um
espectrometro FT-IR - TENSOR 27/BRUKER.

A analise de dados no equipamento utilizando a técnica de transformada de
Fourier, com o método de refletancia total atenuada (ATR) e transmitancia, permite a
identificacdo de bandas vibracionais, e assim proporcionar o estudo das possiveis

interacdes entre 0s compostos a partir dos espectros obtidos na regido compreendida
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entre 500 e 4000 cm?, empregando-se fonte de laser HeNe e detector DLaTGS com

resolucdo 4 cm, com 32 varreduras.

4.8. Atividade hemolitica

O ensaio da atividade hemolitica (também denominado hemdlise) do curativo
dérmico contendo extrato A foi realizado conforme descrito por Borges et al, 2015,
com intuito de avaliar a capacidade da membrana de latex natural carreada com
extrato de urucum em causar danos as heméacias.

Para o estudo, foi empregado sangue de carneiro desfibrilado, adquirido
comercialmente do fornecedor NEW PROV, cédigo 1189, Parana, Brasil.

Os curativos dérmicos foram recortados em discos de 6mm de diametro, para
em seguida serem incubados a temperatura de 37°C em contato com 1 mL de solucdo
composta por 5% de eritrécitos por 1 hora.

Para o controle negativo (CN) nenhum material for utilizado; para o controle
positivo (CP) foi utilizado agua destilada.

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 1000 RPM por 10 minutos.
Apods a centrifugacdo, 100 pL do sobrenadante foram transferidos para placas de 96
pocos e a densidade ética (DO) foi mensurada a 540nm em leitora de microplaca.

A sequéncia de preparo e leitura pode ser visualizada através das ilustracdes
presentes na Figura 11. Na auséncia de atividade hemolitica, as hemacias
permanecem intactas e o instrumento detecta atividade hemolitica quando ocorrer a

lise das hemaéacias.

Figura 11 — Preparo de amostras e ensaio de hemolise

Amosira de sangue de Transferéncia para Centrifugacso das amostras Coleta do scbrenadante
CEMEirs microtubos

]

- d ; ?
"o

Insergio dos microtubos em Leitor de microplacas a Auséncia de atividade Detecrdo de sfividade
placa de 86 pogos S40nm hemaldlitica hemalitica
Wy — {3"\

Fonte: Arquivo pessoal
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O experimento foi realizado em quintuplicata e o resultado da atividade

hemolitica apresentado conforme a Equacéao 9.

DOamostra - DOCN

100 9
DOCP - DOCN * ( )

Hemolise (%) =

Onde:

DO = densidade 6tica
CN = controle negativo
CP = controle positivo

4.9. Cinéticade liberacao

4.9.1. Curativo dérmico rico em norbixina

O ensaio de cinética de liberacdo foi realizado em quadruplicata, inserindo
individualmente cada curativo dérmico em tubo plastico contendo 45mL de meio de
liberacao.

O meio de liberacdo foi composto por solucdo tampéao fosfato de potassio pH
7,4. A necessidade de se trabalhar com meio de liberagcdo tamponado deve-se a
acidificacdo do meio aquoso durante a liberacdo, face a comprovada degradacao em
meio acido conforme descrito na se¢do 3.5.1.

Aliquotas de 1mL foram coletadas em intervalos regulares (60 minutos durante
as 8 primeiras horas e a cada 24 horas a partir do segundo dia) utilizando pipetador
automatico Eppendorf, transferida para cubeta de quartzo com méascara negra, com
1mL de volume interno e 10mm de caminho 6tico.

O resultado para a quantidade de Extrato A, expresso como norbixina é obtido

através da Equacéo 10.

_ o Abs + CL (10)
quantidade de norbixina (ug) = A " 0,96 * 1000V + A

Onde:

Abs = absorbancia em 480nm

CL= coeficiente linear da curva de calibragéo

CA = coeficiente angular da curva de calibra¢do

V = volume atual

A = quantidade (mg) retirada na aliquota do tempo anterior
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4.9.2. Curativo dérmico rico em bixina

O ensaio de liberacao foi realizado em quadruplicata, inserindo individualmente
cada membrana em tubo Falcon contendo 45mL de solugdo aquosa de lauriléter
sulfato de sodio 0,5%.

Aliguotas de 0,5mL foram coletadas em intervalos regulares (60 minutos
durante as 8 primeiras horas e a cada 24 horas a partir do segundo dia) utilizando
pipetador automatico Eppendorf, transferida para tubo contendo 0,5mL de etanol. A
solucéo foi agitada e deixada em repouso por 60 segundos, antes de ser transferida
para cubeta de quartzo com mascara negra de 1mL de volume e 10mm de caminho
otico.

O resultado para a quantidade de Extrato B, expresso como bixina é obtido
atraveés da Equacao 11.

, y Abs + CL (11)
quantidade de bixina (mg) = A * 1000V + A

Onde:

Abs= absorbancia em 482

CL= coeficiente linear da curva de calibragéo

CA = coeficiente angular da curva de calibracéo

V = volume atual

A = quantidade (mg) retirada na aliquota do tempo anterior
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo de umidade

Os ensaios deste estudo foram iniciados com a determinacdo do teor de
umidade das sementes de urucum. Esta etapa inicial é fundamental para assegurar a
utilizacao da massa correta durante a padronizagéo e os demais testes subsequentes.
O teor de umidade para as sementes de urucum foi avaliado em 2,5%, conforme

Tabela 7

Tabela 7 - Determinacdo de umidade
Teor de umidade

Massa inicial 1,066g
Massa final 1,039¢g
Umidade (massa) 0,027g
Teor de umidade 2,533%

Fonte: Arquivo pessoal

A umidade presente nas sementes de urucum utilizadas neste estudo corrobora
com o preconizado por Franco para sementes Tipo |, com teor de umidade abaixo de
10% (Franco, 2002).

A caracterizacdo do padrdo é fundamental para validar e comparar os
resultados obtidos. A extragdo dos carotenoides resultou em cristais com coloragéo
vermelha, semelhantes ao padrdo de referéncia (Figura 12). Estes cristais foram
posteriormente triturados até adquirirem uma forma de pé, sendo entdo armazenados

em um frasco ambar e conservados em um congelador.

Figura 12 — Caracterizacéo do padréo

Fonte: Arquivo Pessoal
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Durante o processo de lavagem das sementes com éter de petroleo e hexano,
obteve-se um extrato de coloracdo vermelho-alaranjado. Apds ser mantido em um
béquer a temperatura ambiente até sua completa secagem, este extrato se
transformou em uma pasta gordurosa avermelhada, resultante da presenca de
lipidios. Embora este material ndo tenha sido utilizado diretamente nos experimentos,
ele fornece insights valiosos sobre as propriedades das sementes de urucum,

conforme detalhado no presente estudo.

5.2. Caracterizagdo dos padrdes de bixina

A caracterizacdo do padrdo de bixina é crucial para validar a identidade e
qualidade deste carotenoide, presente nas sementes de urucum. Essa caracterizacao
permite a quantificacdo precisa em analises, assegurando resultados confidveis em
estudos experimentais. Além disso, facilita o desenvolvimento de métodos analiticos
e a otimizacao de formulacfes que utilizam a bixina, contribuindo para a qualidade e
efichcia de produtos em diversas aplicacdes, como cosméticos, alimentos e

medicamentos.

5.2.1. Adequabilidade do Sistema cromatogréfico

A adequabilidade do sistema utilizado nos testes de HPLC da bixina é
fundamental para garantir a precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade das andlises.
Um sistema bem calibrado e otimizado assegura a separacdo eficiente dos
compostos, permitindo a identificacao e quantificacdo precisa da bixina em amostras
complexas. Isso é crucial para validar os resultados e assegurar a qualidade dos
dados obtidos, possibilitando a comparacdo confidvel entre diferentes amostras e
estudos, e facilitando o desenvolvimento de métodos analiticos robustos para a

caracterizacao e aplicacao da bixina em diversas industrias e aplicacoes.

5.2.1.1. Andlise do padréo de referéncia

O tempo de retencgéo (tr) da bixina presente na solucéo padréo de referéncia

foi determinado em 3,4 minutos. O cromatograma apresenta dois picos anteriores a
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bixina que representam provaveis isbmeros do carotenoide, porém foi apresentada
Otima resolucdo entre o pico principal e o secundéario (Figura 13). A coluna

cromatografica teve 6tima avaliagdo de eficiéncia, com 2553 pratos tedricos.

Figura 13 — Cromatograma de bixina em solucéo padréo de referéncia
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Fonte: Arquivo Pessoal

Uma viséo tridimensional da absorbancia versus o comprimento de onda, pode
ser observada na Figura 14, em todo o intervalo de tempo da corrida cromatogréfica,
onde € possivel identificar a bixina contendo os trés picos caracteristicos do

carotenoide.

Figura 14 - Representacao tridimensional dos espectros do padréo de referéncia
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Os dois provaveis isbmeros da bixina apresentados previamente na Figura 13
estéo representados em duas faixas de baixa intensidade, conforme demonstrado no
detalhe ampliado.

O principal fator a ser observado nesse grafico € a auséncia de bandas com
absorbancia distinta das apresentadas para o comprimento de onda (460nm) utilizado
na obtencdo dos picos no cromatograma da Figura 14.

A banda méxima de absorbéancia do espectro ocorre em 461nm e a segunda
maior ocorre em 490nm. Este espectro representa a bixina pura, com a primeira banda

do espectro com intensidade menor que as bandas Il e lll (Figura 15).

Figura 15 - Espectro da bixina obtido em DAD
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Fonte: Arquivo Pessoal

5.2.2. Anédlise de cromatografia liquida do padréao caracterizado

O Tempo de Retencao da bixina apresentou-se em 3,0 minutos, como pode ser
observado na Figura 16, mesmo tempo apresentado pelo padrao de referéncia.
Os demais parametros pertencentes a adequacao do sistema permaneceram

dentro da especificagéo.
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Figura 16 - Cromatograma da solucao padrao caracterizado
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Fonte: Arquivo Pessoal

A representacao grafica tridimensional do padrédo caracterizado apresenta o
espectro da bixina integro, assim como no padrédo de referéncia; diversos espectros
aparecem em todo o intervalo entre o primeiro pico néo retido e o pico principal, o que
sugere a presencga de outros carotenoides pertencentes ao urucum. A presenca
destes carotenoides é esperada, pois representa 0S mesmos compostos presentes no
extrato B. Através da Figura 17 é possivel verificar a presenca das diversas bandas

caracteristicas destes carotenoides, em destaque na Figura 18.

Figura 17 - Representacéo tridimensional dos espectros do padréo caracterizado
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Figura 18 — Outros carotenoides presentes na solucdo padréo caracterizado
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O espectro de maior intensidade exibido na Figura 18 apresenta um
deslocamento hipsocrémico em relacdo a bixina. Este desvio pode ser melhor
observado através da sobreposicdo dos dois carotenoides, como apresentado na
Figura 19. Diferentemente da bixina, com absorbancia maxima em 461nm, este
carotenoide possui absorbancia maxima em 409nm.

i iz}
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mALl
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Figura 19 - Sobreposicédo de espectros da bixina com carotenoides desconhecido presentes no
padréo caracterizado. Fonte: Arquivo Pessoal

Dentre o0s carotenoides desconhecidos, nenhum possui deslocamento

batocromico (deslocamento de Amax para o maior comprimento de onda).
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5.2.3. Pureza de pico

Devido a presenca de diversos carotenoides no padrdo caracterizado, foi
realizada a analise pureza de pico da bixina, a fim de certificar que nenhum outro
composto esteja co-eluido com a bixina durante a separacéo cromatografica. A Figura
20 apresenta a sobreposicdo dos espectros. Apesar da bixina em padrao
caracterizado apresentar um leve alargamento em sua base, ao ser comparada ao

espectro da bixina de referéncia, suas trés bandas séo idénticas.

Figura 20 - Sobreposi¢cédo dos espectros de bixina entre o padréo de referéncia e
padréo caracterizado
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Fonte: Arquivo Pessoal

O célculo de pureza foi realizado para atestar o grau de pureza dos picos
de ambas as amostras. Nos graficos apresentados na Figura 21, a linha vermelha
(inferior) representa limite de similaridade e a linha azul (superior) representa o grau
de pureza. A interpretacdo deste grafico leva em conta a distancia entre as duas
linhas, sendo que ambas preenchem o intervalo que compreende o inicio e o fim do
pico no cromatograma; enquanto a linha permanece acima do limite, considera-se

uma relagao espectral pura e abaixo da linha, considera-se a presenca de impureza.
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Figura 21 - Ensaio de pureza de pico para bixina
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Fonte: Arquivo Pessoal

A bixina de referéncia possui indice maximo de pureza (1,000) e a bixina
caracterizada possui um leve grau de impureza no inicio do grafico, onde se observa
que a linha cruza o limite de especificagdo. Isto significa que apenas no inicio do pico,
0 espectro tem caracteristica diferente do pico encontrado em seu apice.
Considerando-se que a especificacdo para a pureza do pico é de 0,990, e a pureza

da bixina caracterizada € de 0,997, o pico possui alto grau de pureza.

5.2.4. Teor de bixina no padrédo de referéncia e padréo caracterizado

A percentagem de bixina em relacdo aos demais carotenoides presentes na
solucéo de padrao de referéncia apresentou-se em 96,7% (ver destaque na Figura
22).

Nesta amostra foram identificados dois outros carotenoides além da bixina,

conforme j& apresentado na Se¢éo 5.2.2.1.
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Figura 22 - Teor de bixina em padréo de referéncia em percentagem de area.
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Fonte: Arquivo Pessoal

A percentagem de bixina no padrao caracterizado em relacdo aos demais
carotenoides foi de 90,4% (Figura 23), valor superior ao limite minimo aceitavel para

o teor de bixina entre os demais carotenoides.

Figura 23 — Teor de bixina em percentagem de area
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Fonte: Arquivo Pessoal

Ao calcular o teor ponderal de bixina, o valor encontrado esteve abaixo do teor
do padrdo de referéncia, o que ja era esperado, uma vez que outros compostos
permaneceram presentes durante a extracao.

O resultado obtido para o teor de bixina no padréo de referéncia foi de 60,0%,
0 que nao o credencia a ser usado na constituicdo da curva de calibracéo, porém sera
utilizado para explicar a conformagéo espectral durante a cinética de liberacdo do

curativo dérmico rico em bixina, assegurando que a maior intensidade apresentada
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na banda 1 nado se trata de produto de degradacéo ou qualquer outra hipotese que
possa afetar o ensaio, e sim a caracteristica apresentada pela sobreposicao de outros
carotenoides a bixina no Extrato B.

Outro importante fator a ser considerado é que de forma inversa, podemos
atribuir a presenca de 40% de outros compostos no Extrato B, podendo ou néo estar

associados aos processos de cicatrizagcao de feridas.

5.2.5. Teor de norbhixina no Extrato A

Apbs injecdo de 10uL da solugdo contendo extrato A, o tempo de norbixina foi
determinado em 1,8 minutos, com percentagem de area de 91% em relacdo aos
demais picos detectados (Figura 24). Nao houve deteccdo de picos no tempo de
retencdo esperado para a bixina (aproximadamente 3,5min.).

A auséncia da bixina e alta percentagem de norbixina presente na amostra
demonstra a eficacia de sua hidrdlise durante a extracdo. Os demais picos foram
identificados como sendo carotenoides minoritarios ou isbmeros da bixina que podem
ocorrer durante o processo de extragédo.

Figura 24 - Cromatograma da norbixina em Extrato A

140

Y

120

@ Representogio tridimensional do
espectro go norbixing

Frid

4

20

desconhecido 1 83 %

@cido? 10 %

norbixing 9%

Tempo de retengdo da norbixing: 1,5

=
=)
=
tn
=
tn
[
=3

25 a0 15 a0 15 50 55 a0
Mirusers

Fonte: Arquivo Pessoal

5.2.6. Teor de bixina no Extrato B

Para a identificacdo dos carotenoides presentes no extrato foram injetados

10pL da solucdo alcodlica de extrato de urucum e identificados os carotenoides
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majoritarios (bixina e norbixina) apos 6 minutos de corrida. A norbixina foi identificada
no mesmo tempo determinado no extrato A, 1,8 minutos e a bixina em e 3,9 minutos.
A concentragdo da bixina apresentou-se em 92,3% e a norbixina em 2,5%, 0s

demais picos apresentados foram identificados como outros carotenoides presentes
nas sementes de urucum (Figura 25).

Figura 25 - Cromatograma da bixina em Extrato B
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Fonte: Arquivo Pessoal

A representacéo tridimensional do dos espectros apresenta a norbixina e os
demais carotenoide minoritarios identificados (Figura 26).

Figura 26 — Representacgdao tridimensional dos demais carotenoides do extrato B
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Ao sobrepor os espectros de bixina originados do extrato B e padrdo de referéncia

pode-se confirmar a identifdade do carotenoide (Figura 27).

Figura 27 - Sobreposicéo da bixina em Extrato B ao padréo de referéncia
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Fonte: Arquivo Pessoal

5.3. Identificacdo do padrédo secundario para ensaio em UV-Vis

5.3.1. Ensaio de identificacéo

A identificacdo da bixina do padrédo de referéncia em espectroscopia
apresentou maximo de absorbancia em 470nm (Figura 28), mesmo comprimento de

onda apresentado no certificado analitico fornecido pelo fornecedor do padréo.

Figura 28 — Espectro da bixina em padréo de referéncia
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O padréo caracterizado também exibiu um maximo de absorbancia em 470nm,
porém o pico | apresentou uma intensidade superior ao pico Il, como demonstrado na
Figura 29. Este fendmeno sugere a presenca de outros carotenoides com absorbancia
hipsocrbmica, ou seja, com deslocamento do Amax para comprimentos de onda
menores em relacdo a bixina. Esta abordagem foi explorada em maior detalhe apés a
separacao cromatografica desses compostos por HPLC, conforme descrito na secao
5.2.2.

Figura 29 — Espectro da bixina em padré&o caracterizado
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Fonte: Arquivo Pessoal

A comparacgdo espectral entre os dois padrdes é crucial para identificar as
bandas maximas de absorbancia ocorrendo nos mesmos intervalos de onda. E natural
que haja variacdes nas intensidades devido a presenca de outros compostos no
padrao caracterizado, assim como no extrato utilizado na fabricagdo dos curativos.
Portanto, a caracterizacao precisa do padrao é essencial para descartar a hipotese de
degradacéao da bixina nos curativos durante a etapa de liberacéo.

E fundamental investigar como a presenca de outros carotenoides afeta o
espectro da bixina. Ao assegurar que 0s demais carotenoides nao interferem na regiao
do pico lll, este se torna a banda mais adequada para a quantificacéo precisa da

bixina.
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5.3.1.1. Calibracao da Curva Analitica

A Figura 30 apresenta o0s espectros obtidos para a curva de calibracdo da
bixina utilizando o padréo de referéncia.

Figura 30 — Espectros de bixina para curva de calibracéo
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Fonte: Arquivo Pessoal

A curva de calibragdo da bixina apresentou coeficiente angular de 71,11,
coeficiente linear de +0,02108 e coeficiente de determinagdo de 0,999 (Figura 31).
Estes valores foram adotados aos calculos de quantificacdo em espectroscopia para
todos os ensaios. Para a quantificacdo de norbixina, utilizou-se o fator de correcéo de

0,96 referente a relacdo de massa molecular entre a norbixina e bixina.

Figura 31 — Curva de calibracdo da bixina
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5.3.2. Andlise de teor em espectrofotometro UV-Vis
5.3.2.1. Extrato A expresso como norbixina

O teor foi determinado inserindo o valor de absorbancia obtido de 0,748270 a
Equacdo 3 e utilizando o fator de corregdo de 0,96 para a norbixina. O resultado
determina o teor do Extrato A em 10,38mg/mL (Figura 32).

Figura 32 — Espectro de norbixina no extrato A
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Fonte: Arquivo Pessoal

A partir deste valor € possivel calcular a quantidade de norbixina extraida,
multiplicando pelo volume do extrato (30mL), resultando em 312mg de norbixina.
Considerando que a quantidade de bixina representa 90,4% dos carotenoides
(segundo dados obtidos em HPLC apresentados na secao 5.2.2.4), a quantidade de
carotenoides extraida é de 216mg. Segundo a tabela 8, este valor representa 30% da
massa do arilo presente nas sementes, ou seja, foram extraidos aproximadamente
720mg, o que representa o valor de 9% de arilo presente nas sementes de urucum

utilizadas no estudo.

Tabela 8 - Determinacdo da concentracdo do extrato A
Quantidade de norbixina Volume final (mL) Concentragdo

312mg 30 10,38mg/mL

Fonte: Arquivo pessoal
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A quantidade de arilo extraida (9,8%) na producédo do extrato A, corrobora

com o preconizado por Franco (2002) para sementes Tipo | (5 — 10% de arilo).

5.3.2.2. Extrato B expressos como bixina

O teor de bixina no extrato B foi determinado coletando 0,1mL da solucéao e
transferindo para baldo volumétrico de 100mL, completado com &lcool etilico. A
solucdo entdo foi analisa em espectrofotometro UV-Vis e obteve o espectro
apresentado na Figura 33. O espectro obtido tem as mesmas caracteristicas do
espectro obtido do padréo caracterizado, com absorbancia do Pico | sobressaindo em
relacéo ao Pico Il

O teor foi determinado inserindo o valor de absorbancia obtido de 0,325534 a

Equacédo 3. O resultado determina o teor do extrato B em 4,87mg/mL.

Figura 33 — Espectro do extrato B expresso como bixina
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Fonte: Arquivo Pessoal

A partir deste valor é possivel calcular a quantidade de bixina extraida,
multiplicando pelo volume do extrato (40mL), resultando em 195mg de bixina.
Considerando que a quantidade de bixina representa 90,4% dos carotenoides
(segundo dados obtidos em HPLC apresentados na sec¢ao 5.2.2.4), a quantidade de
carotenoides extraida é de 216mg. De acordo com a Tabela 9, este valor representa
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30% da massa do arilo presente nas sementes, ou seja, foram extraidos
aproximadamente 720mg, o que representa o valor de 9% de arilo presente nas
sementes de urucum utilizadas no estudo.

Tabela 9 - Determinacdo da concentracao do Extrato B

Quantidade de bixina  Volume de extrato Concentragao do extrato
195mg 40mL 4,87mg/mL

Fonte: Arquivo pessoal

A considerar os dados apresentados por Franco (2002), as sementes utilizadas

neste estudo possuem qualidade Tipo 1 (5 — 10% de arilo).

5.4. Perfil de degradacao

A realizacdo do estudo de perfil de degradacédo € de suma importancia para
avaliar a estabilidade e a robustez do extrato de norbixina em condi¢cdes adversas que
possam ser encontradas durante o armazenamento, processamento ou USO em
aplicacdes industriais e comerciais. Como € sabido que o carotenoide € instavel em
meio aquoso, submeter o extrato de norbixina a diferentes temperaturas e valores de
pH permite identificar e compreender os principais fatores que contribuem para a sua

degradacéao (Figura 34).

Figura 34 — Estudo de degradacéo da norbixina
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Este ensaio ajuda a determinar os parametros ideais de armazenamento e
processamento que minimizam a degradacdo da norbixina, garantindo assim a
manutencdo da sua qualidade, poténcia e eficacia ao longo do tempo. Além disso,
fornece insights valiosos para o desenvolvimento de formulacdes e tecnologias que
estabilizem o carotenoide, maximizando o seu aproveitamento e aplicacdo em
produtos finais, como alimentos, cosméticos e medicamentos.

A analise espectroscopica em UV-Vis do Extrato A exposto a diferentes
condicbes corroboram com a descricdo fornecida por Maga (1994) sobre a
degradacédo da norbixina em meio aquoso.

Como apresentado na Figura 34, a condicdo mais critica para a solu¢do aquosa
contendo norbixina foi identificada em meio acido, impossibilitando a quantificagdo em
UV-Vis devido a deformacédo do espectro do carotenoide.

A Tabela 10 apresenta a percentagem de degradacdo das demais amostras,
demonstrando a influéncia da temperatura na amostra ao reduzir a concentracdo do
carotenoide em 37%. A amostra em temperatura ambiente apresentou reducéo de
29% na concentracdo, porém o estudo nédo foi elaborado de forma a avaliar de que

forma a incidéncia de luz pode ter impactado neste resultado.

Tabela 10 - Degradacéo do Extrato A em diferentes condicdes

Condigao Degradacao
Refrigerador 0%
Base 25%
Temperatura ambiente (sob incidéncia de luz) 29%
50°C 37%
Acido ocorre deformacdo do espectro

Fonte: Arquivo pessoal

O estudo também nédo permite avaliar se a degradagédo observada em meio
basico pode ser atribuida a temperatura (ambiente) de exposicdo. Durante a
degradacdo observou-se a reducdo da pigmentacdo vermelha dos carotenoides
presentes nas amostras.

Como nao houve degradacao significativa dos carotenoides em amostra
armazenada em refrigerador (2°C a 8°C), o extrato permaneceu nesta condi¢ao por

todo o tempo do estudo.
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5.5. Estabilidade

A realizacdo de um estudo de estabilidade é crucial para determinar a vida util
e a robustez do extrato de norbixina armazenado em condigbes de refrigerador,
especialmente considerando os resultados do ensaio de degradacao forcada que
indicaram a estabilidade do carotenoide sob estas condi¢cdes especificas. Este estudo
permitira avaliar por quantos dias o extrato permanece estavel, mantendo suas
propriedades quimicas, fisicas e funcionais dentro dos padrdes aceitaveis para uso
em aplica¢des industriais e terapéuticas.

A carta de controle presente na Figura 35 demonstra a taxa de degradacéo da

norbixina quando armazenada em refrigerador.

Figura 35 — Ensaio de estabilidade do extrato A

Estabilidade
Extrato A

absorbincia

1 ! 18 25 90 120 123
dias
Leitura Periodo Resultado Status
1 1 dia 106, 7% Aprovado
2 11 dias 107,8% Aprovado
3 18 dias 105, 1% Aprovado
4 25 dias 100,4% Aprovado
5 S0 dias 108,9% Aprovado
& 120 dias 90,8% Reprovado
7 123 dias B5,7% Reprovado

Fonte: Arquivo pessoal

O ensaio de estabilidade foi meticulosamente realizado até que dois resultados
consecutivos ultrapassaram o limite estabelecido de + 1 desvio padrao (10), momento
atingido apés 123 dias de monitoramento rigoroso. Assim, o Ultimo registro que se

manteve dentro dos padrfes estabelecidos ocorreu aos 90 dias de analise, conforme
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ilustrado na Figura 35. Este periodo de 90 dias foi, portanto, identificado como o tempo
de estabilidade do Extrato A sob as condicbes especificas de armazenamento
avaliadas.

A determinacdo do tempo de estabilidade e degradacéo forcada do Extrato A
mostraram-se Util, uma vez que se observou que a quantidade de norbixina liberada
durante os ensaios iniciais do presente estudo apresentava resultados incoerentes.
Apébs breve investigacdo percebeu-se correlacdo entre o tempo em que 0 extrato
permaneceu armazenado e sua absorbancia da, sugerindo que o extrato estava se
degradando pelo tempo ou condicdo de armazenamento incorreta. ApOs estes
estudos concluiu-se que os dois fatores estavam afetando os resultados, sendo

necessaria a adequacéao das condi¢des para reinicio das se¢des de coleta de dados.

5.6. Confeccéo e analise dos curativos dérmicos

Para o presente estudo, foram preparadas trés formulacdes distintas de
curativos, conforme ilustrado na Figura 36: Curativos de Latex Natural (LN), Curativos
de latex natural enriquecidos com extrato A (LNA) e curativos de latex Natural
enriquecidos com extrato B (LNB). A incorporacdo de curativos a base de LN é
essencial para investigar possiveis alteracdes quimicas decorrentes da adicdo dos

extratos.

Figura 36 - Curativos dérmicos, esquerda para a direita: LN, LNA e LNB

Fonte: Arquivo Pessoal

A confeccao dos curativos foi realizada utilizando moldes de acrilico de volume

pré-determinado, garantindo dimensdes precisas e superficies planas, sem bordas
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salientes, o que é crucial para a acuracia dos resultados nos ensaios de cinética de
liberacdo. As dimensdes escolhidas para os curativos foram baseadas em ensaios
preliminares de liberagcdo, nos quais foi avaliada a relagdo entre a espessura do
curativo e a quantidade de extrato liberado ao longo do tempo.

Surpreendentemente, verificou-se que, apesar dos curativos de 1mm conterem
o dobro de extrato, eles liberavam quantidades semelhantes de extrato em
comparacgao aos curativos de 0,5mm. Isso indicou a inexisténcia de uma correlacéo
direta entre a espessura do curativo e a quantidade de extrato liberado. Portanto,
optou-se por curativos com 0,5mm de espessura, que oferecem melhor aderéncia a
pele e eficiéncia de liberagcdo comparavel, além de serem mais econémicos para se
produzir.

A presencga de pigmentacao nos extratos confere aos curativos uma coloragao
avermelhada, sendo esta tonalidade mais pronunciada na formulacdo contendo o
Extrato B. Tal fenbmeno pode ser elucidado pela Figura 37, que mostra a
sobreposicdo dos espectros de absorbancia dos carotenoides bixina e norbixina.
Devido ao deslocamento batocrdmico da bixina em relacdo a norbixina, esta ultima
absorve intensamente na regido verde (acima de 480nm), resultando em uma
coloracdo vermelha mais intensa. Por outro lado, a norbixina, com menor capacidade
de absorbancia nesta regido, apresenta uma tonalidade alaranjada quando
visualizada.

Figura 37 - Sobreposicado dos espectrogramas da bixina e norbixina a representacao
gréafica do espectro de luz

Espectro na regiao do visivel
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Fonte: Pessoal

Fonte: Arquivo Pessoal
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5.6.1. Teor dos Curativos Dérmicos

O teor dos curativos dérmicos enriguecidos com Extrato A foi quantificado em
900ug de urucum, expresso como norbixina, por unidade de curativo. Ja para a
formulag&o contendo o Extrato B, a concentracgéo foi estabelecida em 4229 de bixina

por curativo.

5.6.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Na analise por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FT-IR) na faixa de 4000 a 500 cm”-1, a comparacao entre 0s espectros dos curativos
de Latex Natural (LN) carregados com extratos de urucum e o curativo composto

apenas por LN revelou uma correspondéncia precisa entre as estruturas (Figura 38).

Figura 38 - Espectros em FT-IR dos curativos dérmicos
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Fonte: Arquivo Pessoal

Notavelmente, as bandas de alta intensidade permaneceram consistentes e

inalteradas ao longo do processo de confeccéo dos curativos. Este comportamento é
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corroborado pelos achados de Mohan (2015), que investigou o espectro vibracional
do cis-1,4-polisopreno (polimero de borracha natural encontrado no latex de algumas
plantas, incluindo a seringueira), reforcando a estabilidade e a integridade das

estruturas dos curativos durante o processo de formulacéo.

5.6.3. Resisténcia Mecanica

As propriedades mecéanicas dos polimeros refletem a maneira como esses
materiais respondem as cargas mecanicas aplicadas, e essa resposta pode ser
avaliada por meio da relacdo tensdo-deformacéo observada nas amostras, conforme
descrito por Canevarolo (2006).

Os resultados dos ensaios de resisténcia mecanica realizados nos curativos de
LN, LNA e LNB apresentaram valores médios do modulo de Young; para as amostras
de LN foram de 0,53 MPa, demonstrando-se bastante similares aos obtidos para o
LNA. Por outro lado, o LNB apresentou um aumento em sua rigidez, contudo, essa
variacao € plenamente aceitavel. Isso ocorre porque o LNB foi categorizado com um
baixo médulo de Young, mantendo-se abaixo do limite de 2,5 MPa estabelecido para

elastdbmeros, conforme especificado pela CUED (2003) e evidenciado na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados de Resisténcia Mecénica

Curativo Médulo de Young Deformacéo

Latex Natural 0,53 (x 0,03) 1026 (z 68)
Latex Natural com Extrato A 0,51 (x 0,05) 951 (+ 52)
Latex Natural com Extrato B 0,66 (x 0,08) 910 (+ 28)

Fonte: Arquivo pessoal

A Figura 39 destaca outra variavel crucial: a deformacgéo dos corpos de prova
do LN mostrou-se ligeiramente mais elevada, atingindo cerca de 1026% de
deformacéo. Em seguida, o LN+A registrou uma deformacéo de aproximadamente
951%, enquanto o LN+B apresentou 911% de deformacao. Assim como evidenciado
para o modulo de elasticidade, as pequenas variagdes nos valores de deformagéo ndo

comprometem as propriedades fisicas dos curativos para aplicacdes biomédicas.
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O comportamento elastico dos curativos dérmicos € detalhado na Figura 39,
permitindo visualizar a evolucdo da deformacédo em funcdo da tensdo aplicada e a
inclinacdo da curva de relacdo tensao/deformacéo. Notavelmente, o LN apresenta
uma posicao intermediéria entre as versdes LNA e LNB em termos de comportamento

elastico.

Conforme destacado na Figura 39, a curva exibe todas as etapas
caracteristicas dos elastdmeros, seguindo os principios da lei de Hooke, conforme
representado na Figura 10.

Figura 39 — Comportamento elastico dos curativos dérmicos
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Fonte: Arquivo pessoal

5.6.4. Atividade Hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica avalia a biocompatibilidade do sistema,
evitando-se o rompimento das hemacias durante a utilizacdo de um curativo dérmico.
Desta forma, o ensaio foi realizado para avaliar se os compostos liberados pelo LN e

pelo LNA sdo capazes de romper a membrana das células sanguineas de carneiro.
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A Figura 40 representa imagens adquiridas dos pocos de placa contendo
amostras de controle positivo, controle negativo, LN e LNA, para ensaio de atividade
hemolitica. A coloracdo vermelha intensa representa atividade maxima de hemdlise
(100% de atividade) como controle positivo e como controle negativo, a auséncia de

atividade hemolitica (0% de atividade).

Figura 40 — Ensaio de atividade hemolitica
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Fonte: Arquivo pessoal

A auséncia de coloracao vermelha nas amostras de curativos dérmicos LN e
LNA representa que 0s curativos ndo possuem atividade hemolitica ou a atividade é
insignificante.

Os resultados que confirmam a baixa atividade hemolitica nos curativos
dérmicos séo apresentados na Tabela 12, onde é possivel observar que a atividade
hemolitica do curativo dérmico LN é de aproximadamente 0,18%. A incorporagéo do

Extrato A ao LN ndo apresentou diferenca significativa em atividade hemolitica, com

resultado de apenas 0,60%.

Tabela 12 - Resultados de atividade hemolitica

Amostra Média Minimo Maximo DP
Controle Positivo 100,00% 92,67% 104,74 5,28
Controle Negativo 0,00% -0,12% 0,20% 0,12
Latex Natural 0,18% 0,05% 0,20% 0,17
Latex Natural + Extrato A 0,60% 0,23% 0,90% 0,60

Fonte: Arquivo pessoal
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5.7. Cinéticade liberacdo dos compostos do curativo dérmico

5.7.1. Curativo dérmico de latex natural com extrato de norbixina

A cinética de liberacdo do curativo dérmico enriquecido com bixina apresenta
burst release (liberacéo imediata) nas primeiras 18 horas, conforme demonstrado na
Figura 41. Diferentemente do comportamento do LN na versdo de curativo dérmico
contendo norbixina, a cinética de liberacéo do latex apresentou-se longe de atingir o

platé durante o intervalo de tempo do estudo.

Figura 41 - Cinética de liberagcdo do curativo dérmico rico em norbixina
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Fonte: Arquivo Pessoal

Através da Figura 42 é possivel observar que as bandas referentes ao LN
(260nm) e norbixina (480nm) estdo bem resolvidas, ndo havendo interferéncia que
impacte no resultado. O meio tamponado mostrou-se eficaz ao evitar a acidificacao e
consequentemente a perda da conformacao do espectro da norbixina.

Ao término do ensaio, a quantidade de norbixina liberada foi de 209ug, o

equivalente a 23% da quantidade presente no curativo dérmico.
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Durante o estudo de liberacdo observou-se que apenas uma das faces do

curativo dérmico liberou a norbixina, o que explica sua baixa taxa de liberacao.

Figura 42 — Espectro do curativo dérmico carreado com extrato A apds 170 minutos
de liberacéo
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Fonte: Arquivo Pessoal

5.7.2. Curativo dérmico de latex natural com extrato de bixina

A cinética de liberacdo do curativo dérmico enriquecido com bixina apresenta

burst release, para o LN e bixina, nas primeiras 18 horas (Figura 43).
Figura 43 - Cinética de liberagédo do curativo dérmico carreado com Extrato B
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Fonte: Arquivo Pessoal
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Diferentemente do comportamento do LN na versdo de curativo dérmico
contendo norbixina, a cinética de liberacédo do latex apresentou-se longe de atingir o
platoé durante o intervalo de tempo do estudo.

Através da Figura 44 é possivel observar que as bandas referentes ao LN
(260nm) e bixina (482nm) estdo bem resolvidas, ndo havendo interferéncia que

impacte no resultado.

Figura 44 - Espectro do curativo dérmico carreado com Extrato B ap6s 170 minutos de liberacao
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Fonte: Arquivo Pessoal

Ao término do ensaio, a quantidade de norbixina liberada foi de 220ug, o
equivalente a 52% da quantidade presente no curativo dérmico.

Diferentemente do curativo dérmico rico em norbixina, nesta versdo houve
liberacdo nas duas faces do curativo, o que explica aproximadamente o dobro de
liberacdo em relacdo a primeira versao.

A utilizagdo de um tensoativo no meio de liberagdo mostrou-se eficiente na
liberacdo do extrato de urucum ao observar visualmente reducéo da pigmentacéo de

forma uniforme nas duas faces do curativo dérmico.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo proporcionou uma andlise detalhada da interagdo entre o
latex natural (LN) e o extrato de urucum. Os resultados obtidos, evidenciam uma
excelente compatibilidade entre os componentes estudados. Os ensaios fisico-
quimicos realizados confirmaram a estabilidade do LN quando combinado com o
extrato de urucum, garantindo a preservacdo de suas propriedades intrinsecas.
Observou-se que o0 extrato, ao ser incorporado ao LN, ndo comprometeu
significativamente as caracteristicas originais deste material, o que é fundamental
para sua aplicabilidade em diferentes contextos biomédicos.

A andlise da cinética de liberacdo dos curativos dérmicos revelou padrbes
distintos de liberacédo do extrato. Notavelmente, a formulacdo enriquecida com bixina
apresentou uma liberacdo equilibrada em ambas as faces do curativo, enquanto a
versao contendo norbixina demonstrou uma liberagdo mais focalizada em uma das
faces. Essa discrepancia sugere a necessidade de investigacdes adicionais para
elucidar as possiveis variaveis que influenciam a liberacdo do extrato e otimizar o
design dos curativos para futuras aplicacdes clinicas.

Os estudos preliminares de biocompatibilidade posicionaram o sistema LN e
norbixina como um biomaterial promissor, mostrando-se seguro e com potencial
aplicacao clinica. A auséncia de inducao significativa de hemdlise em avaliacdes
realizadas até 24 horas reforca a seguranca deste sistema, embora estudos de longo
prazo sejam necessarios para avaliar sua estabilidade e biocompatibilidade em
condi¢bes mais prolongadas. Considerando a lacuna existente na literatura cientifica
sobre as moléculas do urucum com potencial cicatrizante, o extrato B, rico em bixina
e outros carotenoides, emerge como um candidato promissor para estudos futuros. A
complexidade quimica do urucum sugere que a sinergia entre diversos compostos
presentes pode potencializar a atividade regenerativa e reparadora em tecidos
lesados, justificando a investigacao aprofundada de suas propriedades e mecanismos
de agéo.

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo indicam que o sistema
desenvolvido é ndo apenas adequado, mas também promissor para aplicacdes
biomédicas. A combinacdo de LN e extrato de urucum demonstrou potencial
significativo no tratamento de feridas cutaneas, abrindo novas perspectivas para o

desenvolvimento de terapias inovadoras e eficazes.
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