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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo 0 desenvolvimento e caracterizacao de anéis
biodegradaveis de quitosana/promestrieno. Os anéis foram produzidos utilizando, a
técnica de tecelagem com fios multiflamentares (3 fios torcidos). Os fios com/sem
farmaco foram obtidos por meio de extrusdao e imersdo em solugdo coagulante,
seguido da lavagem e secagem dos fios, para posterior tecelagem do anel. Apds
obtengao dos anéis os mesmos foram caracterizados por meio das técnicas de
Biodegradagdo, Microscopia Optica (MO), Espectroscopia na Regido do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Condutividade, Avaliagdo do
Potencial Hidrogeniénico, Grau de Intumescimento, Resisténcia a Tragdo e
Termogravimetria. Na Biodegradacao as amostras submetidas ao ensaio em meio
acido demonstraram maior perda de massa em fungcao do tempo, em contraste as
amostras submetidas ao ensaio em PBS e PBS com lisozima. Nas analises de MO
as amostras apresentaram-se densas, lisas e sem a presencga de poros, porém apés
21 dias de ensaio de biodegradacdo observaram-se mudancas na coloracdo das
amostras. O FTIR evidenciou as vibracbes caracteristicas dos materiais e confirmou
a incorporacao do farmaco na matriz polimérica de quitosana. Nos resultados de
condutividade e pH ao longo de 21 dias de ensaio de biodegradacao, observou-se
etapas distintas que revelaram o processo de degradagéo da matriz e liberagdo do
farmaco. No ensaio de resisténcia a tracdo, o uso da técnica de tecelagem e a
adicao de farmaco na matriz possibilitaram melhorias nas propriedades mecanicas
dos anéis. Na Termogravimetria a perda de massa nos anéis com e sem farmaco até
200°C esta atrelada a evaporagdo da dgua nas amostras. De modo geral, os anéis
apresentam potencialidade como terapéutica de reposicdo de estrogénio, no
entanto, é necessdaria a realizacdo de outros ensaios que confirmem o uso do
dispositivo na liberagdo controlada de promestrieno.

Palavras — Chaves: Biomateriais. Disturbios do Assoalho Pélvico. Estrogénio.
Climatério.



ABSTRACT

The present work aimed at the development and characterization of rings
biodegradable of chitosan/promestrieno. The rings were produced using the weaving
technique with multifilament wires (3 twisted wires). The threads with/without drugs
were obtained by extrusion and immersion in coagulant solution, followed by washing
and drying of the threads, for subsequent ring weaving. After obtaining the rings, they
were characterized by the techniques of Biodegradation, Optical Microscopy (MO),
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Conductivity, Hydrogen Potential
Assessment, Degree of Swelling, Tensile Strength and Thermogravimetry. In
Biodegradation, the samples submitted to the acid test showed a greater mass loss
as a function of time, in contrast to the samples submitted to biodegradation in the
solution of PBS, and PBS with lysozyme. In the analyzes of MO the samples were
dense, smooth and without the presence of pores, but after 21 days of
biodegradation test. The FTIR showed the characteristic vibrations of the materials
and confirmed the incorporation of the drug in the chitosan polymer matrix. In the
conductivity and pH results over 21 days of biodegradation assay, distinct steps were
observed that revealed the process of matrix degradation and drug release. In the
tensile strength test, the use of the weaving technique and the addition of drug in the
matrix allowed improvements in the mechanical properties of the rings. In
thermogravimetry, the mass loss in the rings with/without drug up to 200 ° C is linked
to the evaporation of water in the samples. In general, the rings have potential as
estrogen replacement therapy; however, further tests are needed to confirm the use
of the device in the controlled release of promestriene.

Keywords: Biomaterials. Pelvic Floor Disorders. Estrogen. Climacteric.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento € um processo natural de todo e qualquer individuo,
entretanto € aceito e vivenciado de maneiras diferentes a depender da cultura e
sociedade em que ele vive. No caso das mulheres, as mudangas corporais e
reprodutivas sao o indicativo do processo de envelhecimento caracterizado pelo
inicio da fase do climatério, a qual se trata de uma condi¢cdo natural onde ocorre a
reducdo na producdo dos niveis de estrogénio, levando a desordens que podem
afetar fisiologicamente e psicologicamente as mesmas (Pinhat, 2017; Rocha et al.,
2018).

As mulheres menopausadas podem apresentar sintomas tipicos decorrentes
da alteracédo no conteudo hormonal. Essa condicao fisiolégica desencadeia sintomas
como manifestagdes genitais na reducao da libido; extragenitais como dispareunia,
atrofia e distrofia da vulva; psiquicos a exemplos de fogachos, cefaleia, irritabilidade,
alteracdo do humor e depressdo, afetando gravemente a qualidade de vida e
atividade sexual. Diante disso, a terapéutica padrdo utilizada é a reposicdo de
estrogénio administrada por via sistémica ou vaginal, porém ¢é valido salientar, que o
tratamento local via vaginal com o principio ativo promestrieno € bem mais tolerado
pelas mulheres, tendo em vista, o temor do desenvolvimento de cancer de mama
(Pompei, Fernandes e Melo, 2010; Ferreira, Silva e Almeida, 2015).

O promestrieno € utilizado nos tratamentos de reposicdo hormonal,
apresentando evidéncias de ser absorvido por via vaginal ou através da pele,
fazendo dele o candidato ideal na reposicdo de estrogénio via vaginal, com acéao
trofica local e sem acdo sistémica. Ademais, a motivagcdo de utilizacdo do
promestrieno nesse trabalho se fundamenta pela n&o existéncia desse farmaco
incorporado numa matriz polimérica no formato de anel intravaginal, o que
viabilizaria um sistema de liberagdo controlada do estrogénio. Além disso, o uso do
anel possibilitaria uma melhora na relagdo sexual e também a reduziria a
necessidade de uso diario do creme vaginal, diminuindo a incidéncia de infecgcdes
locais, dor durante a aplicacado e sangramentos (ANVISA, 2015; Sousa et al., 2018).

O uso de sistemas de liberacao de farmacos ou o0 ajustamento dos existentes,
a exemplo dos anéis poliméricos de liberagcdo hormonal, é uma alternativa
interessante do ponto de vista médico. Os anéis comercializados sdo de materiais
poliméricos com baixo indice biodegradabilidade e, apesar da alta eficacia no seu
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uso, €& necessaria sua retirada ap6s certo periodo de funcionalidade.
Consequentemente, o desenvolvimento de um anel intravaginal biodegradavel
apresenta-se como uma possibilidade terapéutica, pois nao existe um produto
comercial nesse aspecto composto por promestrieno, ampliando as opgdes no
tratamento de mulheres menopausadas (Nuvaring, 2018).

Nesse contexto, observa-se a necessidade da obtencdo de um biomaterial
que desempenhe sua funcdo de forma eficaz e que seja biodegradavel e
bioabsorvivel, evitando a necessidade da sua posterior retirada. Nesse caso, 0 uso
dos polimeros de origem natural como a quitosana atendem aos requisitos exigidos
devido as suas caracteristicas, sendo esses amplamente estudados em diversas
aplicacoes na area de saude (Nwe, Furuike e Tamura, 2009; Trovatti et al., 2016).

As limitagbes de dispositivos de quitosana estdo relacionadas a sua
resisténcia mecanica e a maleabilidade, no entanto, essas propriedades podem ser
modificadas para atender a sua aplicacao. A utilizacdo da técnica de tecelagem de
fios pode ser uma alternativa para aperfeicoar o desempenho e propriedades
mecanicas desses dispositivos, deste modo ndo sendo necessario o uso de agentes
reticulantes que, na grande maioria, apresentam certa toxicidade, o que limita seu
uso. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver anéis
intravaginais de quitosana/promestrieno obtidos pela técnica de tecelagem para

liberagé@o controlada do farmaco promestrieno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Anatomia pélvica feminina

A regiao pélvica é composta por uma estrutura rigida e forte, apresenta em
sua constituicdo os 0ssos iliacos unidos pela sinfise pubica, isquio, sacro e o cdccix,
interligados por ligamentos densos, fibras musculares lisas e condensagées. E um
local de funcionalidade importante, com atuagéo na protecdo e sustentacdo dos
orgdos, fixagdo dos membros inferiores e musculos do perineo, e controla a
transferéncia do peso corporal (Moreno, 2009; Silva e Silva, 2019).

A estrutura de sustentagdo € caracterizada pelos musculos elevadores do
anus e pela fascia endopélvica. O pubococcigeno, pubretal e iliococcigeo compdem
0s musculos elevadores do anus, sendo estes responsaveis por prover uma
superficie firme para as visceras pélvicas. Ja a fascia endopélvica envolve todos os
orgaos da regido pélvica e os conecta a musculatura através de uma rede de tecidos
conjuntivos. No trato urogenital feminino encontram-se 6rgdos genitais internos e
externos, sendo os internos representados por ovarios, tubas uterinas, utero e a
vagina; os externos sao constituidos pela vulva e pelo perineo. Todas essas
estruturas possibilitam a manutencao da posicao habitual da vagina e utero, além de
permitir o armazenamento de fezes e urina, coito, trabalho de parto e parto (Horst e
Silva, 2016; Amaral, 2017).

Deste modo, o pavimento pélvico (Figura 1) é caracterizado pelo conjunto de
estruturas (musculos, ligamentos e fascias) que dao suporte as visceras pélvicas e
abdominais. Fica localizado na parte entre o limite inferior da cavidade pélvica e
superior do perineo e vai do pubis ao coccix. E atravessada por trés orificios, a
frente pela uretra e vagina e ao centro pelo reto. Esse complexo atua na contracao e
auxilia a continéncia urinaria e fecal, além de também participar em algumas funcdes

sexuais (Silva, 2012; Maia, Roza e Mascarenhas, 2015).
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Figura 1 — Musculos do Diafragma Pélvico e Urogenital (Henscher, 2007).

Essa regiao apresenta dois tipos de estruturas musculares, entendidas como
o diafragma pélvico e diafragma urogenital. A primeira engloba inferiormente a
pélvis, pubis e cdccix e, lateralmente, as paredes do pavimento pélvico, enquanto
que o diafragma urogenital é responsavel pela acao da continéncia, situando-se na
camada mais superficial e distal do pavimento pélvico (Stephenson e Connor, 2004;
Uchda, 2011).

2.1.1 Orgéos da cavidade pélvica

A cavidade pélvica feminina é composta pelos 6rgaos internos e externos. Os
orgaos internos sao ovarios, tubas uterinas, utero e vagina, os quais tém acao
simultdnea com a fascia, ligamentos e musculos, ja os O6rgdos externos
compreendem o monte de vénus (monte pubico) e a vulva, que engloba os grandes
labios, os pequenos labios e o clitoris. A integridade dessas estruturas é
imprescindivel, tendo em vista que o bom funcionamento dos érgaos esta
estritamente ligado ao conjunto geral da regido pélvica (Silva, 2012; Rocha e Mejia,
2016).

A ligacao entre os érgaos internos pélvicos e os 6rgaos externos pélvicos,
ocorre através da vagina. A vagina € um 6rgao de grande importancia, caracterizado

como um canal fiboromuscular achatado com quatro paredes medindo de 8 a 10 cm
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de comprimento, que se estende do colo do Utero e vai até o vestibulo do orificio
vaginal (Figura 2) (Baracho, 2007; Silva e Silva, 2019).

Tuba Uterina Ovario
Utero
Bexiga Cérvix
Reto
Uretra Vagina
Anus

Figura 2 — Anatomia Vaginal (Henscher, 2007).

A vagina apresenta trés compartimentos, divididos em anterior, apical e
posterior, e esta €& suspensa anteriormente pelo ligamento pubo-uretral,
superiormente pelo arco tendineo da fascia endopélvica e posteriormente pelo
ligamento Uterosacral, e junto com sua forga elastica promove equilibrio durante os
movimentos de contracdo (Moreno, 2009; Bernardes, 2011).

Na superficie mucosa da vagina esta situado o sulco longitudinal onde se
estendem as rugas ou elevacbes transversais secundarias. As camadas
constituintes da parede vaginal estdo subdivididas em epitélio pavimentoso
estratificado ndo queratinizado, o qual esta localizado subjacente a lamina de tecido
conjuntivo, composto por células ricas em glicogénio, estruturas como a camada
muscular, rica em colageno e elastina, além de conter uma grande quantidade de
canais vasculares e linfaticos, fibras musculares lisas ordenadas dispostas de forma
circular e longitudinal, internamente e externamente respectivamente, e uma
camada adventicia que se funde com as fascias, constituida de tecido conjuntivo
denso, (Figura 3) (Baltazar e Barros, 2014).
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Figura 3 — Desenho esquematico da histologia vaginal (Adaptado de Neves e Bahia, 2006).

E importante perceber que as propriedades tréficas da vagina sdo
influenciadas pelos niveis de estrogénio, ou seja, a manutencdo da homeostase
vaginal depende da regulacdo hormonal, o que permite melhor elasticidade e
resisténcia ao microtrauma coital, resposta vascular perivaginal e renovacao e
lubrificacdo da mucosa vaginal (Baltazar e Barros, 2014; Silva et al., 2017).

Quanto aos aspectos fisiol6gicos da vagina, pode-se dizer que a mesma
recebe grandes quantidades de glicogénio, o qual é lancado na luz do canal vaginal
quando ha uma descamacéao de células e, quando metabolizado por bactérias, mais
conhecidas como bacilos de Déderlein, formam &cido lactico, havendo assim o
processo de manutencdo do pH normal da vagina. Esse direcionamento de
glicogénio é promovido pelo estrogénio, conferindo a homeostase vaginal observada
pela coloracdo rosa normal e aspecto Umido na vagina, ademais outra funcao do
estrogénio é manter a espessura das multicamadas do epitélio escamoso (Souza,
2010; Silva, 2012).

Diante disso, a manuten¢ao do pH normal da vagina que varia de 3,8 a 4,2,
se caracteriza como algo fundamental na vida da mulher. As oscilacbes do pH
vaginal em mulheres com idade reprodutiva saudaveis, podem estar associadas a
varios fatores, que vao desde a falta de estrogénio, como a presenca de sémen e
produtos de higiene feminina. Portanto, é observado que durante o processo de
envelhecimento, as mulheres no inicio da fase climatérica sofrem alteracdes

significativas na fisiologia vaginal, tais como o aumento do pH vaginal (6,0-7,5) e
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diminuicdo na quantidade da producdo de secregcbes vaginais, podendo
desencadear a atrofia progressiva do epitélio vaginal. Nesse sentido, o
desenvolvimento de patologias e a eficacia dos sistemas de liberacao de farmacos
sao influenciados pelo pH vaginal (Neves e Bahia, 2006; Am et al., 2013).

2.2 Hormonios sexuais femininos

Os hormbnios sdo substancias quimicas responsaveis pela manutengao e
constancia das fungdes metabdlicas, consequentemente da integridade e
funcionalidade dos sistemas do organismo. Sao secretados para o sangue por
células especializadas, regulando o crescimento e desenvolvimento de células e
tecidos, intervém no comportamento sexual e na reprodugdo e atuam como
moléculas sinalizadoras (Albernaz, 2012; Pires et al., 2018).

No caso dos hormdnios sexuais femininos, alguns merecem destaque por
atuarem na saude e no bem estar da mulher. Sdo estes o estrogénio, a
progesterona e a testosterona, sintetizados pelos ovarios (Oliveira et al., 2016; Silva
etal., 2019).

O principal horménio feminino é o estrogénio, sendo este relacionado ao
controle da ovulacdo e o desenvolvimento de caracteristicas femininas, tais como,
crescimento e o desenvolvimento de células epiteliais vaginais; revestimento do
endométrio; aumento da libido e da massa muscular da regido intima. Além disso,
produz outros efeitos no organismo, no sistema cardiovascular e na composicao
Ossea (Silva, 2012; Oliveira et al., 2016).

Nesse contexto, o cérebro humano se torna um alvo para os horménios
esterdides gonadais, assim os estrogénios influenciam na funcéo neural através dos
efeitos sobre o0s neurbnios e afetam indiretamente o estresse oxidativo, a
inflamacédo, o sistema vascular cerebral e o sistema imunolégico (Moradi,
Sadatmahalleh e Ziaei, 2019).

Diante disso, o hipoestrogenismo quando relacionado as alteracbes dos
orgaos urogenitais, acarreta em disfungdes e enfraquecimento do assoalho pélvico,
afeta a qualidade de vida da mulher, ocasiona a diminuicdo da forca e massa
muscular, decorrente da diminuicdo na irrigacao tecidual local da pressao uretral,
favorecendo ao desenvolvimento de patologias. Essa condicdo pode estar associada

a diversas causas, no entanto, o decaimento dos niveis hormonais ocorre de forma
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natural na vida da mulher por um processo que se inicia com a entrada desta no

periodo do climatério aos 35 anos de idade (Accorsi et al., 2006; Selbac et al., 2018).

2.3 Climatério

A fase do climaterio inicia-se por volta dos 35 anos e pode se estender até os
65 anos de idade e é entendida como um fenémeno enddcrino fisioldgico decorrente
da redugdo do conteudo hormonal de estrogénio e esgotamento dos foliculos
ovarianos. Esse periodo apresenta varias disfungdes no trato urogenital e é
caracterizado e dividido em trés etapas distintas que sado a pré-menopausa,
menopausa e pos-menopausa, sendo a menopausa o periodo com maior evidéncia
dos sintomas relacionados ao envelhecimento corporal, sobretudo no assoalho
pélvico (Almeida et al., 2016; Teixeira et al., 2016; Souza et al., 2019) .

A menopausa é uma alteracgao fisiolégica normal que ocorre na meia-idade de
uma mulher. Durante este tempo, as mulheres experimentam problemas
vasomotores, fisicos e fisioldgicos, reduzindo sua qualidade de vida. A idade média
da menopausa na Europa é 51,3; na América, 52,5 anos; enquanto na América
Latinaé 48,3. A idade do ultimo periodo de menstruacdo é afetada por baixa
atividade fisica, menor nivel de escolaridade, contracepcao hormonal, tabagismo e
ingestao de alcool (Magdalena et al., 2019).

O decaimento nos niveis hormonais de estrogénio nas mulheres ocorre a
partir do climatério, mas é observado de forma mais significativa na menopausa,
onde se tem maior alteracao fisiologia normal pelo baixo conteddo hormonal. Essa
modificacdo no conteudo hormonal promove diversos disturbios que afetam
significativamente o estado de saude da mulher, como disturbios de calor, disturbios
de sono, secura vaginal e alteragdes de humor. A concentracao inferior a 100 pmol/L
de estradiol no soro reflete o inicio da menopausa e, em detrimento a esse fato,
ocorre eventualmente um aumento no nivel do horménio luteinizante (LH) (Yakabe,
2004; Botelho et al., 2015).

Posteriormente caracteriza-se o periodo pés-menopausa, o qual acontece em
duas etapas. A primeira proporciona um declinio e flutuagcbes dos horménios
ovarianos e é definida como os primeiros cinco anos que sucedem o ultimo periodo
menstrual, enquanto que a segunda permanece até o final da vida da mulher e

ocorre apds passada a primeira etapa da pdés-menopausa (Silva, 2012).
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O numero de mulheres que experimentam alguns ou todos os sintomas da
menopausa € crescente. Em estimativas recentes cerca de 70% das mulheres pos-
menopausadas continua sentindo os sintomas da menopausa, representando uma
parcela significativa da populagédo e, a presenca dos sintomas é decorrente de
pontos especificos na transicdo da fase da menopausa (Novaes et al, 2017;
Omodei, 2019).

As fases supracitadas sado caracterizadas a partir da incidéncia do
hipoestrogenismo, o qual acarreta atrofia das estruturas que compde o assoalho
pélvico, consequentemente envelhecimento do mesmo, causando frouxidao e menor
elasticidade do aparelho de suspensdo e sustentacdo da estatica pélvica. Sendo
assim, tem-se um aumento na quantidade do horménio estrogénio circulante em
mulheres na pdés-menopausa associado ao estroma, o qual é sintetizado por meio da
conversao periférica de androstenediona através da enzima aromatase extra
glandular (Accorsi et al., 2006; Silva, 2012).

As alteragbes urogenitais decorrentes do déficit de estrogénio no organismo
ocasionam a diminuigcdo das secre¢des vaginais, modificacdo da flora vaginal e o
aumento do pH, causando maior sensibilidade das terminagdes nervosas e
ressecamento vaginal progressivo (Oliveira et al., 2010; Corleta e Kalil, 2018). Além
disso, provoca reducado na massa muscular, aumento da concentracdo de colageno
e suas ligacbes cruzadas no local, desenvolvendo varias patologias, dentre elas o
prolapso genital, incontinéncia urinaria, atrofia vaginal, dentre outros (Botelho et al.,
2015).

Tais desordens do pavimento pélvico sdo caracteristicas da deficiéncia
estrogénica, podendo causar importantes modificagcbes no sistema geniturinario e
instabilidades vasomotoras. Ademais, o hipoestrogenismo também pode determinar
alteracdes psicoldégicas em mulheres menopausadas e pds-menopausadas, a
exemplo da insatisfacdo sexual e mudancas repentinas de humor (Oliveira e Costa,
2015; Santos, Pereira e Santos, 2016).

A sexualidade tem um papel importante na saude, bem-estar, autoestima e
qualidade de vida de uma pessoa, principalmente na pds-menopausa. De acordo
com a definicdo da OMS, “Saude Sexual € um estado de bem-estar fisico,
emocional, mental e social em relacao a sexualidade; ndo é apenas a auséncia de

doenca, disfuncao e enfermidade” (Neelam et al., 2019).
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Os tecidos que fazem parte do assoalho pélvico tais como o vaginal, uretral e
os da base da bexiga sdo indicados como estrogénio-sensivel, ou seja, seu
desenvolvimento e funcionamento sdo dependentes da concentragdo dos niveis
hormonais e, sua deficiéncia pode acarretar em diversas patologias. Os sintomas
vaginais incluem dispareunia e ressecamento e possibilita a evolugdo das infeccoes
vaginais e eventuais sangramentos. Quanto aos sintomas urinérios sédo citados a
disuria, infecgdo no trato urinario e a incontinéncia urinaria decorrente do aumento
da resisténcia periuretral, aumento da sensibilidade dos receptores alfa-adrenérgicos
no musculo liso e do relaxamento dos receptores adrenérgicos do musculo detrusor
(Yakabe, 2004; Silva et al., 2017).

Outras desordens também afetam as mulheres na menopausa, como o risco
de doencga cardiovascular quando os niveis de estrogénio diminuem. Tipicamente,
as mulheres sé&o cerca de 10 anos mais velhas do que os homens na primeira
apresentacdo da doenga coronariana aterosclerotica, e isso pode estar relacionado
ao declinio nas concentracées dos hormdnios ovarianos durante a transicdo da
menopausa (Takamune et al., 2018; Annil, Ranu e Varun, 2019).

A atrofia vaginal € um sintoma relacionado as desordens do pavimento
pélvico em decorréncia do hipoestrogenismo no periodo referente ao climatério, que
aparece em médio prazo mais frequentemente e causa alteracées que modificam o
epitélio vaginal, atrofiando as glandulas endocervicais, causando a proeminéncia
dos pequenos labios, estreitando o seu canal e diminuindo o calibre dos orificios
externos. Essa atrofia ocasiona as disfungdes vesicais, sexuais e aumento do risco
de infecgdes secundarias (Silva, 2015).

A menor maturagéo celular é observada no esfregaco vaginal com sintomas
de atrofia, os processos fisiolégicos que advém desse sintoma sdo o aumento da
participacao proporcional das células basais e reducao das células intermediarias e
superficiais do epitélio (Pompei, Fernandes e Melo, 2010).

Em detrimento aos sintomas como ondas de calor que sdo temporarios e
atenuam ou até mesmo extinguem-se na auséncia de tratamento, os problemas
associados a atrofia urogenital sé aumentam com a idade e ndo regridem
espontaneamente. A ocorréncia destes proporciona a essas mulheres um tempo de
sofrimento prolongado e silencioso, afetando ainda o humor e a autoestima
(Chatsiproios et al., 2019).
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A Sociedade Americana de Menopausa revela que apenas 25% das mulheres
sintomaticas recebem tratamento medicamentoso e que os sintomas relacionados a
atrofia urogenital afetam aproximadamente 40% destas, sendo esse um problema de
importante relevancia. Mediante o exposto, para aquelas mulheres que precisam de

tratamento vislumbrando a melhora dos sintomas, mostra-se eficaz a terapia

hormonal, a qual pode ser administrada via oral e via vaginal (Faro e Russo, 2017).

2.4 Terapia Hormonal

A terapia hormonal da menopausa continua sendo uma modalidade
terapéutica dominante na medicina climatérica. A habilidade médica central é a
capacidade de escolher a preparacdo ideal para o paciente em questdo. Essa
escolha é baseada na compreensdo de varios efeitos clinicos e metabdlicos,
dependendo da composi¢do, dosagem e método de aplicagdo (Tomas, 2019).

Uma das alternativas mais utilizadas no tratamento do déficit de horménios
estrogénicos é a Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH). Trata-se de uma
terapéutica utilizada no alivio dos sintomas nesta etapa da vida que tem
proporcionado beneficios consideraveis na saude das mulheres que o recebem
quando empregado em curtos periodos. Entretanto, o uso dessa terapia é
contraindicado quanto a prevencdo primaria e secundaria de doengas
cardiovasculares, sendo ineficaz também na protecao de doencas de Alzheimer e
deméncias vasculares, pois, quando usada por muito tempo, desencadeia e
promove o risco de agravamento de algumas destas e o desenvolvimento de outras,
a exemplo do cancer de endométrio, de mama e de ovario (Gellati et al., 2015;
Bezerra et al., 2019).

A terapéutica com horménios é prescrita para atenuacdo dos sintomas
indesejaveis na fase do climatério, possibilitando a reducdo dos sintomas
vasomotores, conservacao do trofismo urogenital, preservacdo da massa éssea e do
colageno, melhorando assim o bem-estar e a sexualidade feminina. No entanto, a
administracdo de homonimos sexuais femininos por meio da Terapia de Reposicao
Hormonal (TRH) apds a menopausa € indicada apenas em alguns casos (Soares,
Batista e Sousa, 2019).

Em determinados quadros clinicos utiliza-se de um progestageno para
profilaxia e hiperplasia endometrial aliado a um componente estrogénico, no caso de
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mulheres que apresentem utero intacto ou histérico de endometriose (com ou sem
utero) e, a prescricdo do tratamento pode ser feita de modo continuo, onde os
horménios sao utilizados ininterruptamente, ou através de ciclos, com intervalo de
tempos predeterminados. Além disso, as vias de administracdo e a posologia
dependerao da avaliacao clinica e da preferéncia do paciente, porém €& importante
adequar o tratamento para que este nado traga risco a saude das mulheres, pois
estudos relatam que pacientes com idade inferior a 60 anos e tempo de menopausa
inferior a 10 anos, podem apresentar riscos de doengas cardiovasculares como
infarto agudo do miocardio (Clapauch et al., 2005; Panazzolo et al., 2014).

Deste modo, o uso das terapias convencionais por meio de horménios sob
forma exdgena, possui variadas formas para sua utilizag&do, incluindo: comprimidos,
pomada, lubrificantes, hidratantes e adesivos (Faro e Russo, 2017). A dosagem
utilizada pode variar de acordo a associagdo com outros hormonios, ou a propria
manipulagdo do principio ativo, como no caso do promestrieno. Entretanto, vale
salientar que a depender das necessidades e individualidade de cada mulher sé&o
feitos ajustes de dosagem (Rosa-Silva e Melo, 2010; Politano et al., 2019).

Nesse contexto, ha de se observar além dos parametros supracitados a via
de administracdo, sabendo que, quando administrados por via nao oral,
impossibilitam o metabolismo de primeira passagem pelo figado, consequentemente
tem-se uma reducao no potencial para estimulo das proteinas hepéticas, nos fatores
de coagulacédo e perfil metabdlico neutro, sendo mais favoravel quanto aos riscos
eminentes de agravamento e desenvolvimento das doengas mencionadas

anteriormente (Pardini, 2014).

2.4.1 Promestrieno

Sao horménios sexuais femininos o estrogénio, a progesterona e a
testosterona, sendo estes sintetizados nos ovarios. Estes podem ser utilizados em
variadas formas e formulagbes, como é o caso dos adesivos transdérmicos e as
pomadas ou géis para aplicacdo tdpica direta. O uso da terapia tépica pela via
intravaginal é considerada a melhor para utilizagdo na TRH, haja vista que o canal
vaginal € altamente vascularizado, possibilitando uma étima absorcdo sem
degradacao imediata do horménio, favorecendo a uma reducao dos efeitos adversos
(Faro e Russo, 2017; Chatsiproios et al., 2019).
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No caso de cremes estrogénicos, existem no mercado brasileiro 3
formulacdes, os conjugados, o estriol e promestrieno, além dos hidratantes vaginais
ndo hormonais, porém o principio ativo mais utilizado e que apresenta menor efeito
adverso dentre os mencionados é o promestrieno (Pinhat, 2017).

O promestrieno é um principio ativo analogo do estradiol, de férmula
molecular CooH3202 e estrutura quimica correspondente a Figura 4. Provém do
estrogénio sintético e apresenta absorgdo minima (inferior a 1%) na fase inicial de
tratamento, quando utilizado na mucosa vaginal, contudo, com tratamento

continuado sua absor¢ao diminui (Lage, 2013).

HiC,
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Figura 4 — Estrutura quimica do promestrieno (estradiol 3-propil 173-metil dieter) (Fonte:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Promestriene#section=Top, 2018).

O promestrieno nao afeta significativamente os niveis hormonais sistémicos
quando absorvido através da vagina, pois nao estimula 6rgaos estrogénio
dependentes, como € o caso do endométrio e da mama (ANVISA, 2015). A baixa
atividade metabdlica na parede vaginal permite o uso de horménios naturais, em vez
dos sintéticos, sendo este fato clinicamente relevante por evitar potenciais efeitos
adversos dos esteroides sintéticos (Lage, 2013; Alimodovar et al., 2019).

O tempo médio para acéo terapéutica do promestrieno no organismo, ocorre
em torno de sete dias, e a sua meia-vida bioldgica é de 24 h, ndo possui efeitos
acumulativos para que seu mecanismo de acao seja eficaz, restaurando o trofismo
da mucosa do trato genital (Lage, 2013; Anvisa, 2015).

Nos ultimos tempos, a utilizacdo de farmacos associados aos biomateriais
tem apresentado bastante eficacia, tanto no modo de utilizagdo como no controle
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para sua liberacdo, através do qual promove certo conforto e, consequentemente,
uma melhor qualidade de vida.

2.5 Biomateriais

A utilizagdo dos biomateriais ndo é recente e sua aplicacao na correcao dos
mais diversos tipos de problemas relacionados a saude humana remonta a
antiguidade. Sao definidos como dispositivos que entram em contato com sistemas
biolégicos, podendo ser constituidos por compostos de origem sintética ou natural,
assim como de materiais naturais quimicamente modificados, tanto na forma de
sblidos quanto de géis, pastas ou mesmo liquidos (Ratner et al., 2013; Pires,
Bierhalz e Moraes, 2015).

O campo da ciéncia dos biomateriais abrange quatro classes principais do
ponto de vista da Engenharia de Materiais: poliméricos, ceramicos, metalicos e
compositos. Estes materiais sdo amplamente utilizados na ginecologia, obstetricia,
odontologia, oftalmologia, ortopedia, ou seja, em diversas aplicagcbes médicas e
bioldgicas. Além das consideragdes acerca das classes dos materiais, um fator
considerado primordial na utilizacdo ou combinacao desses, para que possam atuar
em sistemas in vivo de forma eficiente e/ou reparadora em determinada perda ou
patologia, € a biocompatibilidade (Park e Lakes, 2007; Oréfice, Pereira e Mansur,
2012).

A biocompatibilidade ¢é definida como a capacidade de um material
apresentar resposta apropriada, quando aplicado, n&o causando reacao
inflamatéria crénica, reagdo de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Ela gira em
torno da interagcdo celular com o biomaterial. Além da biocompatibilidade,
particularmente a biodegradabilidade e a bioabsorcdo, sao caracteristicas
desejaveis neste trabalho (Santos Junior e Wada, 2007; Williams, 2008; Silva et al.,
2016).

Sabendo disso, os biomateriais poliméricos estdo entre os mais empregados
no ambito médico. Dentre suas principais caracteristicas apresentam-se as
propriedades fisico-quimicas, sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los a
cada aplicagdo especifica, geralmente baixo custo de fabricacado de dispositivos, a
diversidade de polimeros sintéticos e naturais e a relativa facilidade de obtencéo,

além de serem funcionalmente ativos, ou seja, cumprirem com sucesso suas
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funcdes dentro do corpo. Para adequar a aplicacao a que se destina, podem ser
obtidos compédsitos de polimeros que aliam suas diferentes propriedades
(mecanicas, térmicas e viscoelasticas) para obter o melhor resultado pretendido nas
diversas aplicacdes (Oréfice, Pereira e Mansur, 2012; Ratner et al., 2013;
SRIVASTAVA et al., 2015).

Para tanto, a utilizagcdo de biomateriais a base de quitosana é uma realidade
na area da saude, e sua aplicagdo vem sendo estudada em varios campos, desde a
industria farmacéutica até a engenharia tecidual. Tendo em vista que esses
polimeros naturais possuem grupos funcionais (como grupamentos amino, grupos
carboxilicos e hidroxilas) disponiveis para modificagdes quimicas (hidrélise,
oxidacao, reducgdo, esterificagdo, ligacbes cruzadas, etc.) e enzimaticas e que
também interagem com outras moléculas, através destes pode-se obter uma ampla

variedade de produtos com propriedades adaptaveis (Gomes et al., 2013).
2.5.1 Quitosana

A estrutura polimérica baseada em polissacarideos torna a quitosana um
polimero com potencial uso como biomaterial. Estruturas aleatérias ou blocos
distribuidos ao longo cadeia de N-acetilglucosamina e N-glucosamina define suas
propriedades e, portanto, se tem quitina ou quitosana. A porcentagem das unidades
N — glucosamina é definida como grau de desacetilagdo (GD) da quitosana, e é
utilizado como parametro na diferenciagéo entre quitina e quitosana, caracterizando
o polimero como quitosana quando apresentar GD acima de 50% (Jiang et al., 2014;
Santos et al.,2019).

A quitosana € derivada da desacetilagdo parcial da quitina que, por sua vez,
€ 0 segundo polimero natural mais abundante, perdendo apenas para a celulose. A
mesma € biodegradavel, atéxica e encontrada no exoesqueleto de artropodes e nas
paredes celulares de alguns fungos e bactérias. E usualmente obtida do descarte de
processamento de alimentos provenientes do mar, principalmente das cascas de
caranguejos, camardes e lagostas. A formula quimica da quitina e quitosana estao
ilustradas na Figura 5 (Jiang et al., 2014; Jayakuma, 2018).
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Figura 5 — Estrutura quimica da quitina e quitosana (Adaptado Battisti e Campana-Filho,
2008).

De forma geral, a quitosana oferece amplas possibilidades de utilizagao para
engenharia de tecidos, seja na forma de géis, esponjas, fibras, arcaboucos porosos
associados ou nao a outros materiais poliméricos, os quais podem ser adequados
dependendo do tipo de aplicacdo. Suas caracteristicas tém se mostrado importantes
para utilizacdo como biomaterial, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa antigenicidade (Hu et al., 2013; Silva et al., 2019).

Na liberacédo controlada de farmacos, a quitosana tem sido empregada como
veiculo mucoadesivo de liberacdo local ou isolada, na forma de filmes, hidrogéis,
particulas, capsulas, entre outros. Ademais, deve-se ressaltar que, além da forma e
do local de aplicacdo onde a quitosana € utilizada, os parametros fisico-quimicos do
polimero devem ser observados, como o GD e peso molecular, pois esses alteram o

tempo de absorc¢éo, biodegracao e liberacdo do farmaco (Egaldir et al., 2015).
2.6 Liberacao Controlada de Farmacos

A formulacdo de medicamentos para liberacao controlada de farmacos
envolve o conhecimento da fisico-quimica de polimeros, o estudo da dosagem
reprodutivel do farmaco e sua farmacologia clinica, para que seja possivel obter um
sistema que controle a entrada do medicamento no corpo, dentro das especificacdes
do perfil de fornecimento necessario deste durante certo periodo de tratamento.
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Para isso, € necessario um planejamento, através de uma abordagem de sistema
para projetos experimentais, de modo a permitir a quantificacdo necessaria da
resposta bioldgica (Kydonieus, 2017; Bruck, 2019).

A eficacia dos medicamentos esta diretamente relacionada a forma pela qual
sdo administrados. A forma de administracdo pode afetar a sua farmacocinética, na
absorcao, distribuicdo, duracdo do efeito terapéutico, metabolismos, excrecédo e
toxicidades e; a sua farmacodindmica, nos efeitos fisiolégicos e mecanismos de
acdo. Nos métodos convencionais de liberacdo, o nivel de farmaco é liberado
rapidamente ap6s a administragdo, sendo empregados nesses sistemas diluentes
soluveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecem o0s processos de
liberacéo e dissolucdo do farmaco (Pezzini, Silva e Ferraz, 2007; Tibbitt, Dalhman e
Langer, 2016).

Uma das limitacées da administracao de farmacos pelo método convencional
esta relacionada a sua toxicidade, influenciada também pela presenca de moléculas
introduzidas em uma formulagédo para melhorar a fraca solubilidade aquosa de
muitos medicamentos organicos e de moléculas pequenas durante a preparagao
farmacéutica. Portanto, o desenvolvimento de materiais de entrega ideais podem
melhorar significativamente sua eficacia terapéutica e permitir a administracao
combinada de medicamentos convencionais, potencializando possivelmente seus
efeitos terapéuticos (Pushpamalar et al., 2016).

Ja em sistemas de liberacdo controlada (Figura 6), o farmaco pode ser
liberado através do dispositivo de maneira sustentada, retardada, pulsatil e
prolongada oferecendo varias vantagens quando comparados a liberacao
convencional, permitindo que o agente terapéutico seja administrado em intervalos
regulares, a fim de manter a sua concentracdo no plasma dentro da janela
terapéutica, mantendo-se constante entre os niveis maximo e minimo (Bader e
Putnam, 2014; Wang, Hu e Siahaan, 2016).
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Figura 6 — Modelo esquematico de liberagao controlada de farmacos (Batista, 2015).

Os varios sistemas transportadores de farmacos sejam em forma de
arcaboucos, membranas, anéis entre outros formatos, sdo capazes de
compartimentar a substancia ativa e direciona-la para os sitios onde devera exercer
seu efeito farmacol6gico, além de poder controlar a velocidade de liberacdo, sem
alterar a estrutura quimica da molécula transportada. Além disso, vale salientar que
a insercdo de farmacos na estrutura polimérica da matriz permite um controle
adicional sobre a cinética de liberacdo do farmaco (Oliveira et al., 2004; Luk e
Zhang, 2015).

Diante disso, a concepcéao e o desenvolvimento de sistemas de liberacao de
farmacos envolvem conhecimentos multidisciplinares que utilizam os mais recentes
avancos nas ciéncias biolégicas, farmacéuticas, quimicas, fisicas e das engenharias
sendo vitais para o sucesso do desenvolvimento de produtos. Nesse contexto, a
administracdo de produtos pela via intravaginal apresenta-se como uma alternativa
viavel, quando se considera a entrega do farmaco. Na vagina os farmacos
absorvidos ndo sofrem metabolismo de primeira passagem, possibilita a distribuicao
sistémica eficaz do principio terapéutico e pode ser usada para liberacao controlada
de medicamentos. Atualmente utiliza-se de dispositivos intravaginais como é o caso
dos anéis intravaginais disponiveis no mercado, que na maioria das vezes sao
utilizados para liberagdo controlada hormdnios esteroidais contraceptivos e em
terapias de reposicao hormonal (Del Valle et al., 2009; Nave, 2019).
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2.6.1 Anéis Poliméricos para liberacao intravaginal

Os sistemas de liberacdo intravaginal incluem uma série de formas
farmacéuticas, dentre elas, preparagdes aquosas, comprimidos, capsulas, 6vulos,
preparacoes liquidas, filmes vaginais, anéis vaginais, espumas e tampdes. Todavia,
a criacao e desenvolvimento de formulacdes para aplicacao intravaginal apresentam
algumas dificuldades que, em grande parte, depende da fisiologia e histologia
vaginal. Algumas das dificuldades mais recorrentes sdo a idade da paciente,
alteracées hormonais e sangramentos vaginais, 0os quais contribuem para facil
remocao da formulacdo e, como consequéncia, o ndo cumprimento do tratamento
(Frank et al., 2014).

Os anéis intravaginais apresentam beneficios em contraste a outras formas
de administracao, pois possibilita a administracao local controlada. Atualmente no
mercado existem alguns dispositivos em formato de anel para a administragao
controlada de substancias esterdides na vagina, a exemplo do Estring®, Femring® e
Nuvaring®. Os anéis comerciais séo flexiveis, transparentes, ndo biodegradaveis
com matriz polimérica de poli[(etileno)-co-(acetato de vinila)] (EVA) com 54mm de
didmetro e uma espessura de 4mm, contendo etonogestrel e etinil estradiol (EE).
Apb6s o periodo de funcionalidade terapéutica os anéis intravaginais supracitados
precisam ser substituidos, porém apresentam beneficios sobre outras formas de
dosagem (Devlin et al., 2018; De Graaff e Verhoeven, 2019).

Um sistema ideal de liberacao intravaginal para efeito topico é aquele que
apresenta as caracteristicas ilustradas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas de um sistema ideal de liberac&o intravaginal

CARACTERISTICAS FUNCOES

Facil aplicabilidade N&o interfira, diretamente, no cotidiano
da paciente

Indolor a paciente Alta  biodisponibilidade e pouca
variabilidade

Nao requeira nenhuma intervencao N&ao apresente nenhuma interferéncia

médica a outros medicamentos

Discreto Distribuicdo  uniforme  por toda
cavidade vaginal

Reversivel Caso ocorra algum efeito indesejado

Fonte: Adaptado de Alexander et al. (2004)
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Deste modo, o uso de formas farmacéuticas de liberagédo intravaginal deve
nao s6 minimizar a toxicidade sistémica como também permitir mecanismos de
liberagdo prolongada, liberagdo continua e liberacdo de baixas doses diérias
(Alexander et al., 2004; Cook e Brown, 2018).

Uma alternativa mais conveniente e bem aceita pelos pacientes sao doses
com intervalos de tempo mais longo para consumo diario. Os esforcos para
desenvolver sistemas alternativos de liberagdo prolongada estdo em andamento e
incluem injetaveis, implantes, Dispositivos Intra-Uterinos (DIU), sistema transdérmico
semanal e o anel (Vanic e Skalko-Basnet, 2013). No caso de anéis intravaginais de
liberacao controlada de horménios, compostos de copolimeros mucoadesivos, Han e
colaboradores (2007) verificaram que tais anéis mantiveram uma concentracao de
liberacéo constante de cerca de 3 mg/mL durante 28 dias.

Sendo assim, além do possivel uso prolongado e perfil de liberacao
satisfatorio, os anéis intravaginais, sobretudo os biodegradaveis, apresentam
vantagens quanto ao seu uso e facilidade de aplicacdo, uma vez que seria possivel
a insercéo do dispositivo no 6rgdo sexual feminino, ou seja, na regidao pélvica,
possibilitando a manutencao das relagdes sexuais sem nenhum incémodo e nao
haveria necessidade de retirada deste, o qual seria absorvido apdés o tempo
determinado na terapéutica.

2.7 Tecelagem

As melhorias mecanicas e, consequentemente, o prolongamento no tempo de
liberacdo de dispositivos poliméricos, podem ser obtidas por diferentes técnicas de
processamento de materiais, a exemplo do uso de agentes reticulantes, como é o
caso do glutaraldeido e da genipina. No entanto, o uso desses compostos ocasiona
0 aumento da citotoxicidade do material de forma que um processo capaz de reduzir
a viabilidade na utilizagdo deste em sistemas biolégicos seria favoravel, por isso a
escolha de métodos como a fiacédo e tecelagem, mostra-se mais eficazes.

A fiagdo e a tecelagem datam da idade do bronze, sendo consideradas duas
das primeiras profissdes criadas pelo homem. O ato de tecer pode ser caracterizado
pelo entrelacamento dos fios da trama e do urdume, formando assim os tecidos.
Nesse processo, 0 urdume encontra-se na direcdo do comprimento do tecido,
enquanto que a trama na direcdo da largura do tecido. Ademais, devem-se observar
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algumas caracteristicas que podem influenciar na producdo do tecido e
consequentemente nas propriedades mecanicas destes, como é o caso da forma
fisica da fibra, secéo transversal, seu contorno e irregularidades superficiais dos fios
e a gramatura obtida no processo de tecelagem (Rodrigues, 2010).

Na fiagdo existem diferentes tipos de fios, sendo os de filamentos continuos
divididos em dois tipos: monofilamentares, quando constituidos por um Unico
filamento e multiflamentares, quando obtidos pela torgdo de varios filamentos
continuos. O tipo de fiagdo constitui importante papel nas propriedades do tecido
(material), tais como, uniformidade, toque, volume e resisténcia (Crepaldi, 2017).

Tendo em vista disso, a extrusao de fibras de quitosana e de seus derivados
tem sido amplamente estudada para constru¢do de tecidos por meio de tecelagem
dos fios, a fim de que proporcione melhoramento das caracteristicas mecéanicas do
material para aplicagdes médicas, em que se necessitem melhores caracteristicas

de resisténcia e maleabilidade (Lima et al., 2017).

2.8 Pesquisas Clinicas

Pompei e colaboradores (2010) realizaram uma revisao de literatura onde
avaliaram a eficacia do promestrieno no alivio dos sintomas decorrentes da atrofia
vulvovaginal, seus efeitos na citologia vaginal, e também a absorcdao do
promestrieno quando empregado topicamente. Nessa pesquisa foram incluidos 16
estudos nas bases de dados Medline (via Pubmed), SciELO, LILACS e Biblioteca
Cochrane (via Bireme) com os termos “promestrieno”, “promestriene”, “promestr*”
(Pubmed) e “promestr$” (Bireme). As evidéncias encontradas confirmaram a eficacia
do promestrieno, utilizado localmente no tratamento das afecgdes atréficas genitais
femininas decorrentes do hipoestrogenismo, aliada a absorcao sistémica minima.

Del Pup e colaboradores (2012) avaliaram o efeito do tratamento com
promestrieno vaginal nos niveis séricos de sulfato de estrona em pacientes com
cancer durante um més em escala piloto. O promestrieno vaginal foi testado em
pacientes com cancer ginecolégico que sofriam de secura vaginal grave e
dispareunia. Os resultados obtidos sugeriram que nos pacientes com céancer
ginecolégico altamente sintomatico, o nivel de sulfato de estrona circulante néo foi

significativamente afetado pelo tratamento total com promestrieno vaginal, mas uma
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ampla gama de niveis foi observada antes e ap0s o tratamento em pacientes
individuais.

Salmon e colaboradores (2013) estudaram a absorcao percutanea ex vivo do
promestrieno no prepucio infantil exposto a formulacdo comercial carregada de
promestrieno como um pré-requisito para mais testes clinicos em criangas no
tratamento da hipospadia, que é um defeito congénito no qual a abertura do trato
urinario nao esta na ponta do pénis e a cirurgia de hipospadia € frequentemente
complicada por deficiéncias de cicatrizagdo durante as primeiras 24h. Nesse caso, a
absorcao foi investigada afim de avaliar sua biodisponibilidade cutanea
apds exposicdo de pele de 24h, com formulagdo comercial dosada a 10 pg mg ™' .
Com base nos ensaios realizados, menos de 2% da dose inicial foi absorvida dentro
de 24h, comparada a outros esterdides aplicados topicamente em sistemas
coloidais. A permeacao do promestrieno através do prepucio montado em células
verticais de difusdo estatica ndo foi detectada. No entanto, a penetragdo de
esteroides na epiderme e na derme foi quantificada.

Holm e colaboradores (2014), em seus estudos, avaliaram os padrdes de uso
da Terapia Hormonal (TH) além de preparacdes vaginais de estrogénio em mulheres
com idade igual ou superior a 45 anos na Finlandia. Nas preparacoes sistémicas
foram adicionados adesivos de estrogénio, géis e comprimidos, tibolona,
preparacées de combinagdo continua e preparacées de combinagdo sequenciais.
Aos estrogénios vaginais prescritos foram incluidos um anel vaginal e comprimidos
vaginais.

Esses autores observaram que a prevaléncia total de uso de TH prescrito
permaneceu relativamente constante (26-27%) durante todo o periodo estudado,
porém a participagdo de mulheres em preparagdes sistémicas diminuiu de 21% para
12%, por outro lado houve um aumento da porcentagem de mulheres que usaram
estrogénios vaginais de 9% para 19%. Também foram observadas redugdes em
todas as classes de preparacgdes sistémicas (de 4,9% para 1,6%) e comprimidos de
estrogénio (de 5,2% para 2,9%). As preparagdes combinadas continuas
permaneceram como os tipos de preparagao sistémica mais comumente usados (5,4
a 4,2%). O uso sistémico de TH diminuiu na maioria das mulheres entre 45 e 49
anos (9,5% a 4,3%), enquanto o uso de estrogénios vaginais aumentou mais entre
os que tinham 65 anos ou mais. Dessa forma, foi verificado que, desde 2009, o

estrogénio vaginal € mais comumente prescrito que o TH sistémico.
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Pinhat (2017) avaliou os efeitos de trés diferentes tipos de cremes vaginais
estrogénicos comparando seus efeitos em relacdo ao placebo, as mudancas das
queixas climatéricas sistémicas e urogenitais, os efeitos na citologia hormonal
vaginal e o impacto e seguranga endometrial. A partir dos tratamentos realizados, foi
constatado que todos os cremes proporcionaram melhora de queixas, local ou
sistémica, porém, o creme com promestrieno foi 0 que promoveu melhora das
gueixas locais, sistémicas e correspondéncia na citologia hormonal, sem espessar
endométrio.

Haaland e colaboradores (2017) realizaram um estudo para medir os niveis
de horménio contraceptivo residual presentes nos anéis vaginais como um marcador
de aderéncia para verificar a utilizacdo do produto em ensaios clinicos. Foi
observado que 81% dos ensaios clinicos apresentaram niveis hormonais
contraceptivos dentro dos padrdes utilizados atualmente como opcéo contraceptiva.

Diante das perspectivas observadas nas pesquisas clinicas, verifica-se a
necessidade de mais estudos em relagdo ao farmaco promestrieno, além disso, o
trabalho se justifica por n&o existir anéis biodegradaveis com acao contraceptiva e

de rejuvenescimento da regido pélvica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada na Universidade Federal de Campina Grande -
UFCG, no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
- CERTBIO.

3.2 Materiais e reagentes

Na Tabela 2 estdo listados os materiais e reagentes com sua respectiva
origem de obtencao, que foram utilizados para o desenvolvimento da pesquisa.

Tabela 2 — Materiais e Reagentes utilizados na pesquisa

Materiais Origem
Quitosana — 90% desacetilada CERTBIO
Reagentes Origem
Acido acético glacial P.A. (CH;COOH)
Hidréxido de sodio P.A. (NaOH) Vetec

Polietilenoglicol (PEG)
PBS: Phosphate Buffered Saline (PBS) pH = 7,4

Lisozima Sigma Aldrich®
Acido latico (C3sHsOs)
Agua destilada CERTBIO
Promestrieno comercial (C2:H3.,0,) Eurofarma

3.3 Métodos

3.3.1 Preparacao dos fios de quitosana e quitosana/farmaco

Para a preparacéo dos fios seguiu-se o fluxograma observado na Figura 7. A
solucdo de quitosana 4% (m/v) foi preparada pela dissolucdo de 4 g de quitosana
aferindo-se a um volume final de 100 mL, com solucdo a 1% (v/v) de acido acético
sob agitacdo mecanica a temperatura ambiente (aproximadamente 25° C) por
aproximadamente 2h. Em seguida, foram adicionados 0,3 g de promestrieno na
solugédo de quitosana, com base na concentracado de farmaco utilizada para 21 dias
de tratamento de terapia de reposicdo hormonal, e obtido os fios com farmaco,
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referente a producdo de um anel. A solugdo de quitosana e quitosana/farmaco foi
colocada em seringa de 20 mL com abertura na saida de 20 mm de didametro e
acoplada a uma bomba de infusdo com pressao de saida de 0,7 mL/min. O material
foi extrusado dentro de uma solugdo coagulante de hidréxido de sédio numa
concentracdo de 2 mol/L, onde permaneceu por 30 min para obtencdo dos fios.
Posteriormente, foi retirado, lavado com agua destilada e submetido a secagem em

temperatura de 24°C durante 24 h.

Solugido de Acido Acético 1%

(viv) Quitosana po (4g)

Solugdo de quitosana 4%

(mhv)

Promestrieno 0,3 g

Solugdo de quitosana
4%IFarmaco (mivim)

Bomba de Infusio

Coagulagao em NaOH 2
mol/L — Produgdo de Fios

Lavagem em agua destilada
e posterior secagem em
temneratura amhiente (24 h)

Fios de guitosana Fios de quitosanalFarmace

Figura 7 — Fluxograma simplificado da elaboracdo dos fios de quitosana e
quitosana/farmaco.
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3.3.2 Desenvolvimento do tear
O tear foi projetado no software Solidworks e impresso na impressora 3D da

marca Cloner DH Plus. O tear foi desenvolvido em formato circular com 28 pinos
(Figura 8).

Figura 8 - Modelo do tear.

3.3.3 Obtencao dos anéis de quitosana e quitosana/farmaco

Os fios de quitosana e quitosana/farmaco obtidos foram trangados no formato
de anel (Figura 9), por meio de tecelagem com auxilio do tear, por meio da tor¢ao e
entrelagamento dos mesmos e foram identificados e caracterizados em sequéncia.

Fios de quitosana Fios de quitosanalFarmaco

Tecelagem dos Fios em
formato de anel

Anel quitosana Anel quitosanalFarmaco

Caracterizagdo

Figura 9 - Fluxograma simplificado da elaboragdo dos anéis de quitosana e
quitosana/farmaco.
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Apoés o desenvolvimento dos anéis, os mesmos foram codificados de acordo
com a Tabela 3.

Tabela 3 — Codificacdo preliminar das amostras.

CODIFICACAO AMOSTRAS
AC Anel Comercial
AQ Anel de Quitosana
AQF Anel de quitosana farmaco
AQ1PBS Anel de Quitosana/Biodegradacao em PBS 1 dia
AQ1LISO Anel de Quitosana/Biodegradacao em PBS + Lisozima 1 dia
AQ1ACIDO Anel de Quitosana/Biodegradacao em Acido latico 1 dia
AQF1PBS Anel de Quitosana Farmaco/Biodegradacao em PBS 1 dia
AQF1LISO Anel de Quitosana Farmaco /Biodegradacao em PBS + Lisozima 1 dia
AQF1ACIDO Anel de Quitosana Farmaco /Biodegradacédo em Acido latico 1 dia
F Farmaco

*Os dias de biodegradacao serdo ilustrados na codifiacdo através de numeros. Exemplo:
AQ7PBS para o anel de quitosana biodegradado em PBS durante 7 dias.

3.4 Caracterizacoes

Todas as amostras foram submetidas aos ensaios de Biodegradacao,
Microscopia Optica, Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), Condutividade, Potencial Hidrogeniénico, Grau de intumescimeno,
Resisténcia a Tracao e Termogravimetria.

3.4.1 Biodegradacao

O ensaio de biodegradacao foi realizado para observar a degradacdao dos
anéis durante os periodos de 1, 7, 14 e 21 dias.

Este ensaio terd como base a norma ASTM F1635-11 Standard test Method
for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and
Fabricated Forms for Surgical Implants (2011).

As amostras em formato de anel foram secas e pesadas em balanca digital
antes e ap6s a submissdo do ensaio de biodegradacao, para verificar a perda de
massa das mesmas. Em seguida, as mesmas foram divididas em trés grupos, um
contendo a solugdo de PBS com concentracdo de 1mg/mL e controle pH préximo de
7, 0 segundo grupo a solugdo de PBS 1mg/mL com Lisozima na concentracdo de
1,5 pg/mL e pH préximo de 7, e o terceiro grupo sera simulada a biodegragéo acida
em solucédo de &acido latico pH préximo de 4. O pH e a condutividade da solucéo
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foram verificados tanto no inicio como no término do ensaio, para avaliacao das
possiveis variacdes do mesmo.

Cinco amostras foram feitas para cada tipo de anel, para os diferentes tipos
de solugdo. O material foi em seguida incubado na estufa microbiolégica, sob a
temperatura de 37 °C, onde foram retiradas apés 1, 7, 14 e 21 dias, seguido de um
procedimento de lavagem em agua destilada, secagem por 24 h em estufa a 50 °C e
pesadas em balanca analitica. Os resultados da biodegradacdo foram obtidos a
partir da razdo entre peso final (Mf) pelo peso inicial (Mi), como apresentando na
Equacéo 1.

Mi—MF

MR x 100 Equacgao (1)

Onde:

Mi: peso inicial da amostra.

Mf: peso da final amostra

MR: percentual de biodegradagéo

3.4.2 Microscopia Optica (MO)

A técnica por MO foi utilizada para avaliar a morfologia da superficie dos
anéis, através do Microscopio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo, sendo este
acoplado a uma estacao de analise para as imagens produzidas. As imagens foram

obtidas na magnificacao de 200x.

3.4.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A analise do FTIR foi realizada no equipamento da Perkin Elmer Spectrum
400, onde foi utilizada uma faixa de varredura na regiao do infravermelho médio de
4000 a 400 cm™. A técnica FTIR teve como objetivo a identificacdo das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas amostras, as interacdes entre

os constituintes das amostras e as mudangas na estrutura quimica que surgiram
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apds o processo de biodegradacao, através da utilizacao das faixas de varredura de
4000 a 650 cm’".

3.4.4 Condutividade

Os compostos organicos e inorganicos contribuem ou interferem na
condutividade, de acordo com sua concentragdo na amostra, e representam a
facilidade ou dificuldade de passagem da eletricidade em uma determinada solugao.

Para anadlise da condutividade das amostras utilizou-se um condutivimetro da
marca MS Tecnopon Instrumentacdo em temperatura ambiente. O equipamento foi

calibrado antes do procedimento.

3.4.5 Avaliacao do Potencial Hidrogeniénico (pH)

Para determinacéo de pH foi utilizado um pHmetro marca Micronal, modelo B
474, com eletrodo de vidro combinado com solugéo interna de cloreto de potassio
(KCIl) saturada com cloreto de prata (AgCl). O equipamento foi previamente
calibrado com solucbes tampao de pH 4,0 e 7,0. Foi realizada uma analise de pH
direta em triplicata.

3.4.6 Grau de Intumescimento

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o intumescimento das
amostras obtidas. As mesmas, inicialmente, foram secas, pesadas e mantidas em
solugcdo de soro fisiologico por 24h. Em seguida, foram retiradas da solucédo e
colocadas sobre papel filtro para retirada do excesso da solucdo e pesadas em
balanca digital. O intumescimento de cada amostra foi calculado no tempo t, de
acordo com a Equagéo 2.

Todas as amostras passaram por medigdes tanto antes como apds o
intumescimento para verificar o quanto o biomaterial aumentou de tamanho.

Wer—Wo

Gi = x 100
Weo

Equacéo (2)
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Onde:
WHt: € o peso da amostra no tempo t

Wo: é o peso inicial da amostra.

3.4.7 Resisténcia a Tracao

O ensaio de tensdo-deformacéo fornecera uma indicacao da resisténcia e
também da tenacidade do material em teste. Os resultados do ensaio de tenséo-
deformacao foram apresentados como tensédo versus deformagéo. A tensdo nominal
ou de engenharia (oN) é determinada pela divisdo da carga aplicada (F) pela area
da secédo transversal inicial do corpo de prova (Ao). A deformac&o nominal ou de
engenharia (¢) é obtida através da leitura do extensbmetro, ou seja, a divisdo da
variagcdo do comprimento de referéncia (AL) pelo comprimento de referéncia inicial,
Lo, na qual representou a area util do corpo de prova (Silva, 2012).

Este ensaio foi realizado por meio da Maquina Universal Instron, modelo 3366
celula de carga 500N, taxa de 50mm/min e teve como base as normas ASTM D638
e ASTM D638.

3.4.8 Termogravimetria (TGA)

Termogravimetria € uma técnica usada para medir a variacdo de massa de
uma amostra em funcdo da temperatura. A principal aplicagdo é a andlise da
decomposicao e estabilidade térmica de materiais ao monitorar a variacao de massa
em funcéo da temperatura em um modo de varredura ou como fung¢do do tempo em
um modo isotérmico. A curva TG pode ser utilizada para quantificar a composicao da
amostra contendo componentes termicamente degradaveis.

A analise termogravimétrica (TGA) das amostras foi realizada em
equipamento da marca Perkin Elmer modelo Pyris 1 TGA, com uma quantidade de
material de aproximadamente 5,0 mg, as amostras foram pesadas em balanca de
precisdo (x0,1mg). O material foi aquecido a uma razdo de aquecimento de
102C/min, sob atmosfera de ar sintético com fluxo de 50 mL min™', utilizando cadinho
de alumina. As curvas de TG foram registradas de 20 a 200 °C, com a finalidade de
verificar uma possivel perda de massa em funcao da temperatura e verificar qual a
técnica que pode ser utilizada para esterilizar o material para um possivel contato
com o corpo humano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biodegradacao

No ensaio de biodegradacdo foram registradas as imagens das amostras
(Figura 10), ilustrando os aspectos morfoldégicos durante as etapas de
biodegradacao apés 1, 7, 15 e 21 dias. Apds 15 dias as amostras AQ e AQF
submetidas ao ensaio em meio acido foram totalmente biodegradadas, enquanto
gue as amostras em PBS e PBS com lisozima demonstraram menor biodegradagéo.
Em relacdo as diferencas na quantidade de massa final, nota-se que as amostras
AQF apresentaram maior quantidade de massa ao final do ensaio, quando
comparadas com as amostras AQ. Percebe-se também ao final de 7 dias mudancas
na coloracdo das amostras AQ e AQF, através do escurecimento ocasionado pelo
processo de biodegradacao, que se acentua nas amostras submetidas ao ensaio em
meio PBS e PBS com lisozima apos 15 e 21 dias, isso ocorre porque na
biodegradacao sado gerados radicais livres que possibilitam o desencadeamento do
processo de oxidacao (Matica, Menghiu e Ostafe, 2017).

AQ AQ AQ AQF AQF AQF

AQ1PBS | AQ1LISO | AQ1ACIDO

AQ7PBS | AQ7LISO | AQ7ACIDO | AQF7PBS | AQF7LISO | AQF7ACIDO

AQ15PBS [ AQ15LISO [ AQ15ACIDO [AQF15PBS | AQF15LISO | AQF15ACIDO.

8 - it
AQ21PBS | AQ21LISO | AG21ACIDO [AGF21PBS TAGF21LISO|/AGF21ACIDOT

- .

= by & "

Figura 10 — Aspectos morfolégicos das amostras submetidas ao ensaio de biodegradacao
durante 21 dias.
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O processo biodegradacao do polimero altera significativamente na estrutura
quimica, propriedades fisicas e morfologicas, sendo essa um produto da clivagem
quimica das macromoléculas que forma a unidade polimérica. Essa degradacéo
produz alteragbes nas caracteristicas mecanicas, opticas ou elétricas, descoloragao
e separacao de fases. A taxa de biodegradacdo dos polimeros biodegradaveis é
baixa quando submetidos a esse processo no ar ou na agua em pH neutro, porém
quando submetidos a uma catalise 4cida, basica ou enzimatica, tem-se um rapido
processo de biodegradacao (Laycock et al., 2017; Pitt e Schindler, 2019).

A Figura 11 ilustra a perda massica em funcao do tempo das amostras AQ
submetidas ao ensaio de biodegradacdo em diferentes solugcdes. Nota-se que as
amostras biodegradadas em meio acido apresentaram 100% de perda ao longo dos
21 dias, quanto as amostras em PBS e PBS com lisozima observou-se um
percentual de biodegradacao de 72% e 81% respectivamente.

100%

ao% - | X

BO% -~ -

708 2

Sk

A% < 4 A
= mpm
0% <

1dia 7 dias 15 dias 21 dias
® PBS ® PBS+LISO ™ ACIDO

Figura 11 - Percentual de perda méassica das amostras AQ.

A biodegradabilidade dos biopolimeros é uma caracteristica dependente da
estrutura fisica e quimica do polimero, como também pela influencia de outros
fatores inerentes ao meio como pH, temperatura, umidade, presenca ou auséncia de
oxigénio, que influenciam também no potencial de agéo da atividade enzimatica.
Quanto as caracteristicas fisicas e quimicas do polimero e sua relacdo com a
biodegradabilidade, pode se dizer que € mediada por diversas caracteristicas como
morfologia, grau de reticulagdo, pureza, difusividade, porosidade, reatividade
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quimica, resisténcia mecanica e tolerancia térmica, propriedades intrinsecas como a
composicdo monomeérica, presenca de grupos carboxila ou hidroxila terminais,
alinhamento de grupos e sua reticulagdo, peso molecular e sua distribuicdo, sédo
importantes na determinagdo da cinética de degradagcdo e podem influenciar nos
mecanismos de biodegradagao (Kumar e Maiti, 2016; Balaji et al., 2017).

Propriedades como peso molecular e grau de desacetilacado influenciam de
forma significativa na biodegradabilidade da quitosana. A quitosana pode ser
hidrolisada por enzimas que atuam na biodegradacdo por meio da quebra das
ligagbes glicosidicas entre as unidades glucosamina-glucosamina, glucosamina- N -
acetil-glucosamina e N -acetil-glucosamina- N -acetil-glucosamina. Além disso, vale
salientar que condicbes em que esta € submetida, a exemplo do tipo de solugéo
tampao, pH do meio de incubacgao, tipo e concentracdo da enzima, podem alterar a
taxa de biodegradacédo do polimero. Quanto aos produtos da degradacao, ou seja,
os oligbmeros (N-glucosamina) da quitosana liberados no processo e sua correlacao
com as repostas fisioldgicas, os mesmos apresentam biotavidade e podem atuar
como probidticos que alteram positivamente, inibindo o crescimento de bactérias
nocivas, aumentando a funcdo imunoldgica e regeneracdo tecidual (LonCarevic,
Ivankovi¢ e Rogina, 2017).

Assim como nas amostras AQ, as amostras AQF (Figura 12) biodegradaram
100% em meio acido apds 21 dias de ensaio. Em contraste, as amostras submetidas
ao ensaio de biodegradacao em PBS e PBS com lisozima evidenciou um percentual
abaixo do observado nas amostras AQ, com perdas de 48% e 61% respectivamente,
mesmo apds 21 dias de ensaio. Vale salientar que as amostras em PBS com
lisozima demonstraram perfil de biodegradacédo superior as amostras em apenas
PBS, comportamento esperado j& que a enzima atua mais efetivamente na

biodegradacao da matriz de quitosana.
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Figura 12 - Percentual de perda méssica das amostras AQF.

Quando comparado os resultados de biodegradacdo das amostras AQ e AQF
durante 21 dias de ensaio, € possivel verificar que as amostras com farmaco
apresentaram menor tempo de biodegradacdo, o que nos permite inferir que a
incorporagao do promestrieno na matriz de quitosana possibilitou maior estabilidade
as amostras quanto a degradacdo da matriz. Uma possivel explicacdo para essa
menor biodegradabilidade € a indisponibilidade de grupos polares na estrutura da
quitosana, a exemplo do grupamento amina, que possivelmente pode ter interagido
com o farmaco. De acordo com Sarvaiya e Agrawal (2015) a disponibilidade do
grupo amina na estrutura da quitosana também influencia numa maior
suscetibilidade da quitosana ao processo de biodegradacao.

O estudo de biodegradacao de fios de quitosana realizado por Cruz (2016)
demonstrou uma perda massica apés 1 dia ensaio de aproximadamente 10% e 11%
para os fios submetidos a biodegradagdo em PBS e PBS com lisozima,
corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho.

4.2 Microscopia Optica (MO)

Na analise da morfologia das amostras AQ (Figura 13), observa-se uma
superficie lisa, densa, translicida, com forma caracteristica proveniente da etapa de
processamento. Nas amostras submetidas ao ensaio de PBS e PBS com lisozima foi

possivel realizar analise microscopica das amostras mesmo ap6s 21 dias de ensaio,
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no entanto, nas amostras submetidas ao ensaio em meio acido nao foi possivel
realizar o ensaio, tendo em vista que apds 15 dias de ensaio as amostra foram
totalmente biodegradadas. Apdés o processo de biodegradagédo, verificou-se o
esgarcamento e a mudanga na coloragdo das fibras, provavelmente devido ao
processo de oxidacao ocasionado pelo processo de biodegradacéo.

Resultados semelhantes para morfologia das fibras foram encontrados no
estudo de Dobrovolskaya et al. (2015), Han et al. (2016) e Cremar et al. (2018). As
fibras obtidas apresentaram superficie lisa e densa, sem a presenga de poros com
formato e orientagéo preferencial provenientes da forma de processamento utilizada.

o
-

=

AQ15LISO

. AQ21PBS AQ21LISO
Figura 13 - Imagens de Microscopia Optica da amostra AQ com magnificagao de 200X.
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Lucena (2017), na producédo de tubos de quitosana, conseguiu resultados
semelhantes aos deste trabalho na Microscopia Optica das amostras, caracterizando
as mesmas como densas.

De acordo com Reddy e Yang (2015) a morfologia e as propriedades dos fios
obtidos por extrusdo em solugcdo coagulante pode variar dependendo do tipo de
solucdo ibnica utilizada na preparacdo da quitosana. Os autores observaram que
fibras obtidas através de solugéo de cloreto de glicina apresentaram formato circular,
com superficie lisa e propriedades mecénicas até trés vezes melhores, em contraste
as fibras obtidas em solucéo de acido acético.

Nas amostras com farmaco (Figura 14) foram verificadas caracteristicas
diferentes na cor quando comparadas com as amostras sem farmaco (Figura 13),
apresentando cor esbranquigada, com superficie densa, lisa, com presenca de
particulas e formato com orientagdo preferencial caracteristica proveniente das
etapas de processamento.

Avaliagdo da morfologia ao longo de 21 dias de ensaio de biodegradacao foi
realizada apenas nas amostras AQFPBS e AQFLISO. As amostras AQFACIDO
biodegradaram 100% apés 15 dias de ensaio, impossibilitando a avaliagao
morfolégica das fibras nos periodos de 15 e 21 dias de biodegradacao.

As amostras submetidas ao ensaio de biodegradacdo em meio PBS
apresentaram superficie lisa, densa e sem presencga de poros mesmo apoés 21 dias
de ensaio de biodegradacdo. Porém, nas amostras biodegradadas em PBS com
lisozima verificou-se apdés 15 dias de ensaio um acumulo na quantidade de
particulas na superficie dos fios, 0 que nos permite inferir que tais particulas sao
provenientes da liberagdo do farmaco da matriz. Apés 21 dias de ensaio nas
amostras AQF21LISO percebeu-se a reducao das particulas anteriormente citadas
e, possivelmente ocorreu a liberacao mais efetiva do farmaco.

Leite (2018) em seu estudo com fios de quitosana obteve resultados
semelhantes na morfologia das amostras a deste trabalho, as quais apresentam
aspecto uniforme e homogéneo sendo seu formato cilindrico bem definido, com
certa orientagcado preferencial, proveniente da forca de estiramento durante o
processo de extruséo.
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Figura 14 - Imagens de Microscopia Optica da amostra AQF com magnificagdo de 200X.

Segundo Lu e colaboradores (2016) a liberacdo do farmaco em uma matriz
polimérica biodegradavel difere quanto aos mecanismos de liberacdo em matrizes
poliméricas nao biodegradaveis. Na matriz polimérica ndo biodegradavel tém-se a
difusdo do farmaco com a entrada das moléculas de agua na matriz, ocorrendo a
passagem do farmaco pelas redes do polimero. No caso dos polimeros
biodegradaveis o mecanismo de liberagdo se torna mais complicado e é
determinado por fatores primordiais como: difusdo, degradagdo e espessura da
superficie. Incialmente a liberacdo do farmaco em matrizes biodegradaveis ocorrem
por pulso inicial, através da rapida difusdo do medicamento na superficie da fibra.
Em sequéncia sucede um longo periodo de liberacao sustentada, sendo que a maior

concentracao de drogas esta localizada na fase central da fibra polimérica. Portanto,
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0 mecanismo de liberagdo controlada de farmacos em fibras biodegradaveis ocorre
pela difusdo através da matriz polimérica e lenta degradagéo do polimero.

4.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 15 observa-se o espectro com as vibragdes caracteristicas do
farmaco (Promestrieno). Na banda de 2914 — 2850 cm™' nota-se vibragdo do tipo
deformacgéo axial de C-H de alifaticos. Em 1740 cm™ sdo verificadas vibragées do
tipo deformacdo axial do grupo C=0 de ésteres e na regido 1470 cm™ e 1370 cm’
deformagcao angular dos grupos CHz e CHs. Em 1020 cm™ evidenciam-se vibracdes
do tipo deformagdo angular de éteres aromaticos e, na banda 720 cm™ nota-se
vibragdes do tipo deformacao angular de cadeia de -(CHa)n-.
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Figura 15 — FTIR do Promestrieno.

De acordo com Borah e Devi (2018), ao analisar o espectro no infravermelho
do estradiol observaram vibracdes de estiramento da cadeia lateral C-H nas bandas
2919 cm™ e 2873 cm’, esses resultados corroboram os achados nessa pesquisa,
tendo em vista que o promestrieno trata-se de um analogo do estradiol. Quanto as
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vibrag6es do grupo C=0 observadas no FTIR, acreditamos que esse grupo funcional
faca parte de algum dos excipientes contidos no farmaco.

Os resultados comparativos entre as amostras AQ e AQF (Figura 16) revelam
que a introducdo do farmaco na matriz intensificou a banda vibragées 2919 cm™ do
estiramento da cadeia lateral C-H, reduziu as bandas em 3200 cm™ referente ao
estiramento OH, em 1636 e 1586 cm™ referente a deformagéo axial do grupo C=0
de amidas e deformagdo angular de NH; e na regido de 1470-1308 cm’
correspondente a deformacgao angular no plano da ligagao O-H e a deformacgéao axial
de C-O. Percebe-se também um aparecimento de uma nova banda em 1748 cm™,
possivelmente relacionada a deformacdo axial do grupo C=0 de ésteres. As
reducdes das vibragbes observadas no FTIR sugerem uma possivel ligagdo do
farmaco nos respectivos grupos funcionais descritos anteriormente, além disso, a
intensificacdo de algumas bandas caracteristicas do farmaco reforca a ideia de que
houve a incorporacdo do mesmo na matriz de quitosana. O promestrieno por se
tratar de uma molécula de caracteristica anfipatica, sua capacidade de interacédo
com 0s grupos reativos da quitosana € mais significativa, umas vez que pode

interagir com diferentes grupos da cadeia.
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Figura 16 — FTIR da amostra AQ e AQF.
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Em consonéncia com os resultados obtidos nesse trabalho, nos resultados de
FTIR do estudo de Sousa e colaboradores (2018) na produgcdo de um anel de
quitosana/gelatina/promestrieno, verificou o surgimento de uma banda em torno de
1748 cm™, a qual atribui & deformagéo axial do grupo C=0 de aldeidos, no entanto,
acreditamos que essa deformacéao ocorra no grupo C=0 de ésteres.

No FTIR das amostras sem farmaco (Figura 17) submetidas ao ensaio de
biodegradacdo em PBS ao longo de 7 dias, foi possivel observar variagdes
acentuadas nos espectros, com o0 aumento das bandas de absorcao
correspondentes ao estiramento OH em 3300 cm™, no estiramento da cadeia lateral
C-H referente a banda 2930 cm™ e em 1646 cm™ referente & deformacéo axial do
grupo C=0O de amidas. Esse aumento vibracional pode caracterizar a
desestabilizacdo da matriz polimérica, o que permitiu o0 aumento na intensidade das
vibragdes de alguns grupos da matriz. Apds 15 e 21 dias de ensaio ocorreu uma
reducdo da intensidade das bandas anteriormente supracitadas, provavelmente

devido a degradagdo da matriz polimérica.
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Figura 17 — FTIR da amostra AQ submetida ao ensaio de biodegradacao em PBS.

Ja para as amostras AQ submetidas ao ensaio de biodegradacao durante 21
dias em PBS com lisozima, o espectro (Figura 18) apresentou mudancas
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relacionadas a reducao de todas as bandas caracteristicas ao final do ensaio de
biodegradagao, entretanto, nota-se uma mudanca sutil no espectro das amostras
submetidas a 7 dias de ensaio, por meio do aumento nas bandas OH em 3300 cm
e em 1646 cm referente & deformagcao axial do grupo C=0 de amidas. Apés 21 dias
de ensaio observa-se que houve um efetivo processo de biodegradacdo da matriz
pela reducao da intensidade vibracional dos grupos funcionais da amostra.
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Figura 18 — FTIR da amostra AQ submetida ao ensaio de biodegradagdo em PBS com
lisozima.

O resultado de FTIR obtido através do espectro da Figura 19, para as
amostras sem farmaco submetidas ao ensaio de biodegradagédo num periodo de 7
dias em Acido Latico, notou-se reducéo no valor da absorbancia de todas as bandas
caracteristicas observadas nas amostras. Esse resultado sugere que possivelmente
ocorreu maior degradacdo da matriz polimérica, devido a reducao nas vibracoes de
todos os grupos caracteristicos da amostra. Outro ponto a ser destacado € que
diferentemente das amostras submetidas ao ensaio de biodegradacao em PBS e
PBS com lisozima, onde se observou duas etapas distintas no processo de
biodegradacdo, a primeira sendo caracterizada pela desestabilizacdo da matriz
polimérica e sequencialmente a degradacdo da matriz, as amostras submetidas ao
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ensaio em meio acido apresentaram apenas uma etapa descrita pela degradacao
efetiva da matriz. Ademais, é importante destacar que nao foi possivel realizar o
FTIR das amostras no periodo de 15 e 21 dias, pois as amostras foram totalmente

biodegradadas apds 15 dias de ensaio.
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Figura 19 — FTIR da amostra AQ submetida ao ensaio de biodegradagéo em Acido Léatico
por 7 dias.

Diante dos resultados € possivel notar que as mudancas sofridas nas
amostras apds os 7 dias de ensaio de biodegradacao nos diferentes meios, quando
analisados os diferentes espectros nas Figuras 17, 18 e 19, ocorrem principalmente
nos grupos funcionais associados as bandas 3300 cm™, 2930 cm™, 1646 cm™ e
1586 cm’".

As etapas associadas ao processo de biodegradacdo foram descritas por
Matica, Menghiu e Ostafe (2017) e dividida em trés etapas basicas: primeira etapa
caracterizada pela despolimerizagdo pela clivagem das ligacées B-1,4-glicosidica;
segunda etapa pela desacetilacao da quitosana em funcao da hidrélise da ligacdo N-
acetil e; por ultimo a clivagem dos grupamentos amino, carbonil, amido e hidroxil da
cadeia, a depender das condigdes quimicas e enzimaticas. Nesse processo sao
gerados radicais livres que podem levar a processos de oxidacao.
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A Figura 20 ilustra o espectro de FTIR das amostras com farmaco submetidas
ao ensaio de biodegradacdo em PBS durante 21 dias. No espectro das amostras
apds 7 dias de ensaio, observa-se intensificagdo das bandas 3300 cm™, 2930 cm™,
1646 cm™ e 1586 cm', referentes ao estiramento OH, estiramento da cadeia lateral
C-H, deformacao axial do grupo C=0O de amidas e deformacdo angular de NH»
respectivamente. O aumento nas vibragdes sugere uma possivel liberacdo do
farmaco, no entanto, nota-se que se manteve a estabilidade da matriz polimérica.
Ap6s 21 dias ha mudancas no espectro evidenciadas pela reducdo de todas as
bandas, possivelmente devido a degradagéao da matriz polimérica.
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Figura 20 — FTIR da amostra AQF submetida ao ensaio de biodegradacéao em PBS.

Resultados semelhantes foram observados no FTIR das amostras com
farmaco submetidas ao ensaio de biodegradacdo em PBS com lisozima (Figura 21)
quando correlacionado aos espectros das amostras submetidas ao ensaio em
apenas PBS (Figura 20), onde se notou intensificacdo das bandas 2930 cm’
referente ao estiramento C-H e 1586 cm™ correspondente a deformagao angular de
NH,. Esse perfil corrobora com a hipotese de maior estabilidade na matriz conferida
pela ligagdo do farmaco em alguns grupos caracteristicos da quitosana, além de
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denota que apéds 21 dias de ensaio houve a liberagcdo do fa&rmaco e posteriormente a
biodegradacao da estrutura da quitosana.
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Figura 21 — FTIR da amostra AQF submetida ao ensaio de biodegradacdo em PBS com
lisozima por 21 dias.

Nas amostras com farmaco submetidas ao ensaio de biodegradagdo em
acido latico durante 7 dias, no espectro das amostras (Figura 22) apds 1 dia houve
intensificacdo das bandas em 3300 cm™ referente ao estiramento OH, 1568 cm™ que
corresponde a deformacdo angular de NH; e em 1370 cm™ deformacdo axial da
ligagdo C-O e, ao final de 7 dias ocorreu a intensificacdo da banda 2930 cm™ do
estiramento C-H. Nao foi possivel realizar as analises de 15 e 21 dias, pois ao final
de 15 dias as amostras AQF submetidas ao ensaio de biodegradacdo em acido
lactico foram totalmente biodegradadas, como foi visto também para as amostras AQ

submetidas ao mesmo meio de solugao.
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Figura 22 — FTIR da amostra AQF submetida ao ensaio de biodegradacdo em Acido Latico
por 21 dias.

Comparando com os resultados de biodegradagédo das amostras AQ e AQF e
correlacionando com o estudo de Mengatto e colaboradores (2013), é possivel que a
incorporacao do farmaco na matriz, o qual se trata de um analogo do estradiol, tenha
conferido maior estabilidade devido a natureza quimica da sua composi¢cao e das
ligacdes ibnicas com a matriz polimérica, possibilitando a reticulagao e diminuicao da
hidrofilicidade, refletindo assim também no processo de biodegradabilidade das

amostras.
4.4 Condutividade

A condutividade é a expressdo quantitativa da capacidade de uma solucéo
eletrolitica transportar corrente elétrica, sendo que essa depende da carga, massa,
raio hidrodinamico do ion e da velocidade de migragcdo e transporte de ions que a
solucdo possui. Deste modo, solugcbes que apresentam grandes concentragdes de

ions apresentam maior condutividade.
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A condutividade da amostra AQ ao longo de 21 dias demonstrou duas etapas
distintas. A primeira etapa ao longo de 7 dias verificou-se maior condutividade em
PBS e PBS com lisozima (Figura 23), diferentemente das amostras em &cido, isso
se justifica por se tratar de uma solugédo salina com grande concentragéo de ions,
uma vez que essa concentracdo € diretamente proporcional ao aumento da
condutividade elétrica. Na segunda etapa apds 15 e 21 dias, observa-se a reducao
da condutividade, mais evidenciada nas amostras em PBS e PBS com lisozima. As
interacdes dos grupos hidroxila/amino da quitosana e o emparelhamento de ions
podem influenciar no aumento ou na redugdo da condutividade, a exemplo dos
grupos glucosamina positivamente carregados (NH3"), que podem interagir com
cargas negativas (Tanner, Ibsen e Mitragotri, 2017; Madian, El-Hossainy e Khalil,
2018).
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Figura 23 - Condutividade das amostras AQ.

As amostras AQF (Figura 24) apresentaram perfil semelhante ao da
condutividade das amostras AQ (Figura 23) com duas etapas distintas, porém nota-
se que apos 15 e 21 dias foram observados dos fendmenos diferentes.

Acerca da primeira etapa, 0 que se esperava era que as amostras com
farmaco demonstrassem maior condutividade quando correlacionado com o ensaio
de biodegradacao para as amostras sem farmaco, pois nestas observou-se maior
biodegradacdo, consequentemente maior nimero de ions pela dissociacdo de

algumas moléculas, entretanto, ha de se considerar o tamanho da particula e
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massa. Quando se avalia a condutividade, € possivel que as particulas liberadas
pelas amostras com farmaco tenham apresentado maior massa e tamanho, em
contraste as particulas liberadas pelo anel sem farmaco, e por esse motivo a
condutividade da amostra AQF apresentou menor condutividade, quando
comparadas com a amostra AQ apéds 7 dias.

Na segunda etapa ap6s 15 dias houve reducdo da condutividade das
amostras em PBS e PBS com lisozima, seguindo de aumento da condutividade apés
21 dias, sendo essa mais significativa nas amostras submetidas ao ensaio em PBS.
Esse aumento na condutividade ap6s 21 dias pode caracterizar-se como a liberagéao
final do farmaco e por isso esse contraste em relacdo as medi¢coes apds 15 dias de
ensaio.

De acordo com Gehrke e colaboradores (2017) a condutividade é mediada
por dois processos que refletem no aumento e na reducdo desta. O primeiro
caracterizado pela difusdo de ions, que esta atrelado ao aumento da condutividade.
No segundo processo, a redu¢do na condutividade pode ser atribuida ao aumento
da densidade de ions, emparelhamento dos ions e o grau de empacotamento das

moléculas.
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Figura 24 - Condutividade das amostras AQF.

A condutividade varia com a concentracdo total de substancias ionizadas
dissolvidas na agua, temperatura, mobilidade dos ions, valéncia dos ions e as
concentragdes real e relativa de cada ion. Medidas de condutividade em tecidos
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bioldgicos vivos podem ser utilizadas para modelar sistemas (Paulson, Pidcock e
Mcleod, 2004).

Os biomateriais obtidos apresentaram condutividade que variou em decorrer
do tempo e um material polimérico que vai servir como tecido artificial precisa ser
sensivel a variacdes de potenciais eletrénicos e responder a estes. Por isso ele deve
ter uma condutividade compativel com a funcdo que desempenhara (Pattavarakorn
et al., 2013).

Do ponto de vista de estimulagéo fisiolégica dos tecidos, Baniasadi Ahmad e
Mashayekhan (2015) relata que apenas amostras com condutividade superior a 1,0
mS/cm podem ser consideradas adequadas para fins de estimulagéo elétrica, deste
modo, as amostras deste trabalho apresenta-se na faixa estabelecida pela literatura,

mesmo apds o periodo a que se propde a aplicagao.

4.5 Avaliacao do Potencial Hidrogenionico (pH)

No ensaio de avaliacdo do potencial hidrogenionico (Figura 25 e 26) foram
feitas as medi¢des do pH das solugdes utilizadas antes do ensaio, com o intuito de
se observar a mudanca de pH durante analise de biodegradacdo. Tanto para as
amostras AQ, quanto para as AQF. O pH da solucao &cida apresentou significativo
contraste em relacdo ao inicio e final do ensaio, saindo da faixa de pH acido para
neutro. Ja para as amostras submetidas ao ensaio em PBS e PBS com lisozima, o

pH variou na faixa de 6-9 até o final do ensaio.
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Figura 25 - Potencial Hidrogeniénico das amostras AQ.
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Figura 26 - Potencial Hidrogenionico das amostras AQF.

A quitosana € um polimero com alcalinidade fraca e os produtos da sua
biodegradacdo, ou seja, os oligbmeros liberados na quebra das ligacbes das
cadeias, podem até certo ponto aumentar o pH da solucdo, deste modo,
possibilitando as variagdes observadas neste trabalho (Wan et al., 2015).

De acordo com Kalliola et al. (2017) as variagdes no pH referentes a
biodegradacdo da quitosana estao relacionadas a protonagdo e desprotonagéo
dos grupos NH3" e COO .

Segundo Loncarevi¢, Ivankovi¢ e Rogina (2017) o aumento no pH € em
consequéncia da dissolucdo da quitosana no meio. Por apresentar carater
policatiénico, o polimero é soluvel em acido, os grupamentos amina neutralizam o
ion hidrogénio pela dissociagdo no meio. Sendo assim, na dissolu¢do da quitosana,

seus grupos atuam como base, aumentando o valor do pH.

4.6 Grau de Intumescimento

A capacidade de uma amostra absorver certa quantidade de liquidos é
denominada de grau de intumescimento, sendo essa definida como a razdo entre a
massa da amostra intumescida e massa da amostra seca. Essa capacidade é
influenciada por diversos fatores que podem aumentar ou reduzir esse grau de
intumescimento dependendo das propriedades fisico-quimicas das amostras. Entre
as caracteristicas que pode alterar essa capacidade estdo a presenca de grupos
polares como NH,, OH, COOH e CONH,, que proporcionam maior hidrofilicidade;
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presenca de grupos apolares que aumentam a hidrofobicidade e; grau de
polimerizacao e ligacdes cruzadas na cadeia da amostra (Freitas, 2016).

A Figura 27 ilustra o grau de intumescimento das amostras AQ e AQF. As
amostras sem farmaco apresentaram maior capacidade de absorgcdo, quando
comparadas as amostras AQF, isso se deve ao fato de que nas amostras AQF a
adicdo do farmaco ocasionou na reducdo dessa capacidade, possivelmente pela
reducao na disponibilidade dos grupos polares da quitosana ap6s a interagdo com o
farmaco.
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Figura 27 - Grau de intumescimento das amostras.

De acordo com Valente e colaboradores (2019) o grau de intumescimento das
fibras de quitosana varia em torno de 200-500%. Sua capacidade de intumescimento
depende do tipo e das formas em que se encontra a quitosana, do peso molecular,
do grau de desacetilacdo, da natureza especifica, a qual é altamente polar e do seu
comportamento polieletrolitico em solugdo, caracteristicas essas que possibilitam a
formagao de complexos estaveis entre a quitosana e as moléculas de agua.

Mendes et. al. (2016) verificou que adicao de fosfolipidios na estrutura dos
fios de quitosana reduziu a capacidade de intumescimento destes. Esse
comportamento € consequéncia das interagdes entre os grupos caracteristicos dos
fosfolipidios e da quitosana, possivelmente pela diminuicdo de grupos polares
disponiveis na estrutura da quitosana e aumento dos grupos apolares presentes nos
fosfolipidios.



65

4.7 Resisténcia a Tracao

A andlise de resisténcia a tracao, observado na Tabela 4, ilustra os valores
médios dos mddulos de elasticidade, tenséo e deformacao dos materiais ensaiados.

Tabela 4 — Resisténcia a tracdo dos anéis.

Amostras Deformacao Maxima (%) Tensao (MPa)
AC 753,04 10,89
AA 20,87 0,15
AQ 247,22 11,49
AQF 279,14 11,53

Observa-se que a amostra comercial (AC) apresenta uma maior deformacéao
quando comparada com o anel sem as adequacdes na metodologia anterior (AA)
desenvolvida por Souza e colaboradores (2018). E possivel verificar também que
apesar de se manter com valores abaixo do comercial, 0 anel confeccionado nesta
tese obtido por meio de fios trancados de quitosana e quitosana farmaco (AQ e
AQF), possibilitou uma melhoria significativa no valor da deformacdo maxima e
superior tensao de ruptura, apés o ajuste do método. Além disso, nota-se um leve
aumento com a adicdo do farmaco possibilitando melhorias nas propriedades
mecanicas. Diante disso, 0 uso da técnica de tecelagem na formacao da estrutura
do anel demonstrou ser eficaz no ajuste dos parametros supracitados.

Jodo e colaboradores (2017) enfatizam que embora os materiais a base de
quitosana apresentem grande numero de aplicagdes industriais em diferentes areas,
frequentemente estes demonstram propriedades mecéanicas inferiores quando
comparados a materiais poliméricos produzidos a partir de polimeros sintéticos.

Silva (2017), ao analisar a tensao de ruptura dos filmes de quitosana em seu
estudo, observou um valor de 2,4 MPa, esse resultado foi inferior ao encontrado
nesse trabalho, entretanto isso pode ser explicado pelo método de processamento e
pela adicdo do plastificante nos anéis, parametros esses que influenciam nas
propriedades mecéanicas dos mesmos. Segundo Fiori e colaboradores (2014), a
adicdo de plastificante em filmes de quitosana influencia na reducdo tensdo de
ruptura dos fios filmes.
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4.8 Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica pode proferir o conhecimento composicional de
algumas classes de materiais. No caso dos polimeros organicos, onde a matriz é
decomposta completamente por aquecimento, o perfil de perda fornece informacdes
adicionais sobre a matriz polimérica, como a presenca ou auséncias de cargas
inorganicas no material (Charsley et al., 2019).

A Figura 28 ilustra os termogramas das amostras com e sem farmaco, onde
se observa a perda de massa das amostras em funcdo da temperatura.
Comparativamente, é possivel verificar que as amostras AQ apresentaram
percentual de decomposicdo térmica inferior as amostras AQF na faixa de
temperatura utilizada na analise, denotando um percentual de 13,41% de perda ao
final do processo. Apesar de ser um contraste pequeno, representado por apenas
0,56% de diferengca em relacdo as amostras AQ, pode-se concluir que a amostra
com farmaco (AQF) apresenta maior sensibilidade as variagbes de umidade e por
isso demonstrou maior perda de massa. A degradacédo até a faixa de 200 °C pode
ser entendida como a perda de agua da fibra e por isso apresentou apenas um
estagio linear de decomposi¢ao do material.
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Figura 28 - Termogramas das amostras AQ e AQF.
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Yu et al. (2019) observaram nas analises de termogramas de fios de
quitosana trés estagios de decomposicdo térmica, utilizando uma faixa de
temperatura de 30-900°C. O primeiro estagio correspondente a perda de agua nas
amostras até 200°C. No segundo estagio, iniciando-se em 260°C caracterizado pela
decomposicado da cadeia molecular da quitosana. O terceiro estagio ocorreu entre
565 e 900°C, até a degradacao total da fibra e formacéao das cinzas do material.

Ziegler-Borowska e colaboradores (2016) e Loganathan e colaboradores
(2017), relatam que a decomposicao térmica da quitosana pode ser explicada em
duas etapas distintas. A primeira etapa referente a liberagdo de agua adsorvida
entre 20-150°C, devido a alta capacidade de absorcdao da umidade exibida pela
quitosana. Na segunda etapa € descrita a degradagéo da estrutura polimérica pela
abertura do anel e abstracdo dos grupos laterais na faixa de temperatura entre 200-
500°C.
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5 CONCLUSAO

A morfologia das amostras apresentou caracteristicas descritas na literatura
ratificando a eficiéncia do método empregado, além disso, foi possivel obter um
material em formato de anel, tendo em vista a finalidade de utilizacao deste.

Os ensaios fisico-quimicos confirmaram que ocorreu a incorporacdo do
farmaco o qual possibilitou maior estabilidade na matriz polimérica, corroborando
com os resultados observados na biodegradagdo, grau de intumescimento e
resisténcia a tragao.

Os dados obtidos nos ensaios de biodegradacao, condutividade e avaliagao
do potencial hidrogenidnico, permitiram estimar o tempo e processos atrelados a
degradacao da matriz e liberagédo do farmaco.

De modo geral, os anéis apresentam potencialidade como terapéutica de
reposi¢cdo de estrogénio, no entanto, é necessdria a realizagdo de outros ensaios

qgue confirmem o uso do dispositivo na liberagdo controlada de promestrieno.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar o ensaio de liberacao controlada do farmaco, a fim de verificar a
cinética e o tempo de liberacao;
e Auvaliar o tempo de biodegradacao por até trés meses;

e Fazer estudos pré-clinicos dos anéis para avaliar a efetividade dos mesmos.
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