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RESUMO

A Estomatite Aftosa Recorrente (EAR) € uma das mais comuns alteracdes
patoléogicas da mucosa oral, de tamanho e duragdo variaveis, tipicamente
encontradas na mucosa oral ndo-queratinizada. Os agentes topicos s&o o primeiro
tratamento de escolha para essas ulceragdes, por serem eficazes e seguros, porém
apresentam como desafio a efetividade da liberagcdo da droga no local da leséo.
Medicagbes tdpicas sao facilmente removidas da area alvo e essa limitagao pode
ser restringida através do desenvolvimento de membranas que permanegam em
contato prolongado com a mucosa e liberem, gradativamente, o medicamento sobre
a lesdo. Esta pesquisa teve por objetivo o desenvolvimento de uma membrana
mucoadesiva de gelatina que libere triancinolona acetonida e extrato de Chamomilla
gradativamente sobre a lesdo. Preparou-se uma solugédo a 4% de gelatina associada
a 0,8% de glicerina e nela foi incorporada 0,0048% de triancinolona acetonida e/ou
0,48% de extrato de Chamomilla. A solugao final foi vertida em placas de petri e o
solvente evaporado em estufa com circulagdo de ar a 30°C. As membranas foram
reticuladas por trés técnicas: solugdo de glutaraldeido a 0,5% e 2,0%, radiagao
ultravioleta e solugao de genipina a 0,1%, 0,001% e 0,0005%; e caracterizadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia de Forga Atémica (AFM),
Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), ensaio de
biodegradacao in vitro e grau de intumescimento, estudo da liberagao controlada da
triancinolona acetonida e de sua associacdo com o extrato de Chamomilla, ensaio
de molhabilidade e, por fim, ensaio de bioadesao. Através da analise por MEV pode-
se perceber que as membranas de gelatina com extrato de Chamomilla apresentam
uma superficie homogénea, possivelmente com total incorporacdo do extrato,
enquanto nas membranas com triancinolona acetonida pode-se perceber pequenos
aglomerados do farmaco. As variaveis apresentaram perfis de micrograma muito
proximos quando comparadas através da técnica de AFM, exceto para o caso da
membrana com incorporacdo do extrato de Chamomilla, que apresentou maior
homogeneidade superficial. As membranas reticuladas por genipina apresentaram o
grau de intumescimento e o perfil de biodegradagao in vitro mais satisfatorios para o
uso pretendido do que quando reticuladas por radiacdo Ultravioleta. Através da
solugdo com concentracdo de genipina a 0,0005% e tempo de exposi¢cdo de 1
minuto atingiu-se o periodo desejado de permanéncia da membrana em saliva
artificial antes de sua completa biodegradagdo. A presengca do extrato de
Chamomilla na membrana de gelatina incorporada com triancinolona acetonida pode
auxiliar ndo s6 na terapéutica como na modificacdo do perfil de liberacdo do
farmaco, promovendo uma liberagao mais lenta. A membrana que apresentou menor
hidrofilicidade e maior bioadesao foi a com incorporacéo de triancinolona acetonida.
As variaveis mostraram-se homogéneas em seu comportamento de liberagdo e com
baixo desvio padrédo, fato que ressalta a metodologia coerente utilizada para a
pesquisa. As membranas produzidas atingiram as expectativas da pesquisa, sendo
a variavel com a incorporacdo de ambos os farmacos a mais adequada para o uso
pretendido.

Palavras-chave: Estomatite Aftosa. Sistemas de liberagao de farmacos. Biomaterial.
Triancinolona Acetonida. Matricaria.



ABSTRACT

Recurrent Aphthous Stomatitis (RAS) is one of the most common pathological oral
mucosal lesion, of variable size and duration, typically found in the non-keratinized
oral mucosa. Topical agents are the first treatment choice for these kind of
ulcerations, because they are effective and safe. However, it present as a challenge
the effectiveness of drug delivery at the local site of injury. Topical medications are
easily removed from the target area and this limitation may be restricted by the
development of membranes which remain in prolonged contact with the mucosa and
gradually release the drug into the lesion. For this research, gelatin membranes
incorporated with triamcinolone acetonide and chamomile extract were develop in
isolation and with the association of both drugs in a membrane. With 4% solution
concentration of gelatin associated with 0.8%, concentration of glycerin was prepared
and 0.0048% of triamcinolone acetonide and / or 0.48% of chamomile extract was
incorporate. The final solution was spilled into petri dishes and the solvent was
evaporated in a kiln with air circulation at 30 °C. The membranes were crosslinked by
three techniques: glutaraldehyde solution, ultraviolet radiation and genipine solution;
therefore, characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Atomic Force
Microscopy (AFM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), in vitro
biodegradation assay and swelling degree measurements, study of Triamcinolone
Acetonide controlled release and its association with the chamomile extract,
wettability test and, finally, bioadhesion test. About the SEM analysis, the gelatin
membranes with chamomile extract a homogeneous surface were observed with
total incorporation of the extract, while in the membranes with triamcinolone
acetonide could be perceived small agglomerates of the drug. The variables
presented very close micrograph profiles when compared through the AFM
technique, except for the membrane with the incorporation of the chamomile extract,
which presented more homogeneity surface. Genipine-crosslinked membranes
showed the swelling degree and the in vitro biodegradation profile more satisfactory
for the intended use than when cross-linked by Ultraviolet radiation. Through the
solution with 0.0005% genipine concentration and exposure time of 1 minute was
reached the desired period of membrane permanence in artificial saliva before its
complete biodegradation. The presence of chamomile on the gelatin membrane
incorporated with triamcinolone acetonide supported not only in the therapy but also
in the modification of the drug release profile, promoting a slower rate release. The
membrane that presented less hydrophilicity and more bioadhesion was the one with
the incorporation of triamcinolone acetonide. The variables were homogeneous in
their drug release behavior and presented low standard deviation, fact that
emphasizes the coherent methodology used for this research. The membranes
produced reached the expectations of this research, being the variable with the
incorporation of both drugs the most adequate for the intended use.

Keywords: Aphthous Stomatitis. Oral transmucosal drug delivery. Biomaterial.
Triamcinolone Acetonide. Matricaria.
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1 INTRODUGCAO

Biomaterial é toda substancia que foi projetada para assumir uma forma que,
por si s6 ou como parte de um sistema complexo, € usado para direcionar, pelo
controle das interacbes com os componentes dos sistemas vivos, o curso de
qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico, tanto em humanos quanto em
animais (Williams, 2009).

Os biomateriais sdo utilizados de forma ampla e ilimitada na Medicina,
Odontologia e Biotecnologia, sendo uma recente area do conhecimento, embora as
primeiras aplicagbes empiricas tenham sido datadas da Era Pré-historica. A ampla
diversidade e sofisticacdo de materiais utilizados atualmente na area da saude ¢é a
comprovagao do significante avancgo cientifico e tecnoldgico ocorrido nos ultimos 60
anos (Ratner, 2004; Abramson et al., 2004).

Uma ampla variedade de polimeros tem sido utilizada em dispositivos
biomédicos no campo da ortopedia, odontologia, cardiologia e em associagao aos
tecidos moles do corpo humano. Entre os polimeros de origem natural que possuem
papel relevante na area dos biomateriais estdo o colageno e a gelatina. Apesar de
esses polimeros apresentarem indubitavel importancia e uso difundido através de
numerosas aplicacbes, muitas vezes sado ofuscados pela grande variedade de
polimeros sintéticos utilizados atualmente (Abramson et al., 2004).

Na pratica, a gelatina tem sido clinicamente aplicada como enxerto de
defeitos temporarios e curativo, pelas suas propriedades de biodegradabilidade e
citocompatibilidade, e em sistemas de liberagdo controlada de farmaco pela sua
adequada plasticidade, flexibilidade e por apresentar a condi¢gdo de formar hidrogel
(Kim et al., 2004).

A introducao de praticas relativas a liberacdo controlada de farmaco no reparo
de alguma disfungao ou lesao presente em organismos vivos € bastante recente. Em
se tratando de lesdes de mucosa oral, seja ela causada por trauma ou desequilibrios
fisiolégicos, sdo prescritos medicamentos que atuam de acordo com os sinais e
sintomas apresentados pelo paciente, podendo ser antibiéticos, anestésicos ou
antiinflamatérios. O procedimento mais utilizado entre os Cirurgides Dentistas € a
prescricao de triancinolona acetonida em orabase, que é aplicada diretamente sobre

a mucosa ulcerada.
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Outro tratamento que pode ser adotado € o uso de agentes calmantes, como
€ o caso do extrato de Chamomilla. Embora a triancinolona acetonida seja a
medicacao de predilecdo da classe odontolégica para o tratamento indicado, sua
forma de apresentagdo nao possibilita um contato intimo prolongado ao tecido oral,
devido sua facil remogao por acdes rotineiras como alimentar-se ou mesmo falar,
ocasionando uma recuperagdo em prazo mais longo do que o desejado. No caso da
pomada a base de extrato de Chamomilla, esse fator € ainda mais intenso, devido
ao seu carater hidrofilico, solubilizando-se rapidamente quando em meio bucal.

A gelatina foi a matéria-prima escolhida como base para a fabricagdo da
membrana porque, além de suas reconhecidas propriedades de biocompatibilidade,
mucoadesividade, solubilidade e biodegradabilidade, promove o crescimento celular
mais rapido, acelerando a cicatrizagao da lesao; possui propriedades hemostaticas,
inibindo possiveis sangramentos em uma area que se encontra mais fragilizada; e
servira como barreira mecanica, promovendo o isolamento e protecdo da area
sensibilizada, reduzindo o alojamento de bactérias e fungos na regido da ulceragao.

Esta pesquisa estabelecera condigdes para que as propriedades da gelatina
sejam mantidas e sua associagdo com os farmacos-alvo resulte em efeitos
sinergéticos terapéuticos no tratamento da enfermidade.

Diante do exposto, a presente pesquisa propde-se a desenvolver uma
membrana mucoadesiva de gelatina com liberagdo controlada de triancinolona
acetonida e extrato de Chamomilla para possivel tratamento de Estomatite Aftosa

Recorrente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais

Os biomateriais podem ser considerados como produtos adequados para a
utilizacdo em seres humanos, com a finalidade de tratamento ou alivio de uma
enfermidade ou lesdo, e também para a substituicdo e modificacdo de sua anatomia
ou de um processo fisiolégico, podendo ser de origem natural ou sintética. Os
biomateriais podem ter, fundamentalmente, origem metalica, polimérica e ceramica,
também podendo apresentar caracteristicas obtidas da combinacdo destes, nos
chamados compdsitos (Biomateriales, 2012).

A diferenca mais significante entre um biomaterial e os outros tipos de
materiais € sua habilidade em permanecer em um meio biolégico sem prejudica-lo e
sem ter suas propriedades afetadas por ele. Nas ultimas duas décadas, o grande
progresso em termos de desenvolvimento de novos materiais ou refinamento na
composi¢ao e microestrutura de materiais ja existentes pode ser explicado através
do entendimento de alguns conceitos como biocompatibilidade, resposta
imunoldgica do organismo que o aloja e sua interagdo com as células humanas
(Basu; Nath, 2009).

O estudo dos biomateriais esta essencialmente atrelado a dois conceitos
basicos: funcionalidade e biocompatibilidade, sendo eles os pilares de sustentagao
no estudo e aplicagdo desse importante campo da ciéncia. Funcionalidade € o
conjunto de propriedades inerentes ao material que o permite desempenhar uma
funcao desejada, enquanto que biocompatibilidade é a aceitagcdo do material pelo
meio biolégico que o aloja (Pucci et al., 2002).

Para que assim possam ser considerados, os biomateriais devem estar de
acordo com a norma ISO 10993. Essa norma € um guia para selegado e testes de
materiais que serao usados na confecgao dos dispositivos. Por meio dela, avaliam-
se as caracteristicas do biomaterial, como as propriedades mecanicas, quimicas,
toxicoldgicas, bioldgicas, fisicas, elétricas e morfologicas (ISO, 2012).

Existem trés importantes aspectos relacionados a biocompatibilidade que os
candidatos a biomateriais buscam alcangar nos mais diversos meios fisiolégicos.
Primeiramente, os biomateriais devem ser compativeis bioquimicamente, atoxicos,

nao irritantes, ndo alergénicos e nao carcinogénicos. Em segundo lugar, devem ser
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biomecanicamente compativeis com os tecidos corporeos circundantes. Por ultimo,
uma bioadesividade deve ser estabelecida entre o biomaterial e os tecidos
corpéreos, sendo o resultado da nao liberacdo de componentes prejudiciais ao
organismo. E necessario enfatizar, no entanto, que a biocompatibilidade de um
biomaterial depende do local de sua aplicagdo (Basu; Nath, 2009).

A selecao de um material biocompativel deve iniciar com a identificacdo das
propriedades requeridas para a aplicagdo em questdo. Como essas propriedades
sao extremamente sensiveis a variagdes da estrutura do material em escala micro
ou nanomeétrica, € fundamental que se tenha um entendimento de como se
correlaciona a microestrutura com as propriedades desejadas (Soares, 2002).

Os materiais chamados biocompativeis podem ser classificados em
biotoleraveis, bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis. Nenhum material implantado
no corpo € totalmente inerte, todos induzem uma resposta do tecido hospedeiro. Os
materiais bioativos permitem uma resposta biolégica especifica na interface com o
tecido vivo, possibilitando a formacdo de uma ligacdo quimica entre o tecido e o
proprio material, também chamada por bioades&o. Nesse caso, o tecido € capaz de
interagir com o material, sem a intervencao de tecido fibroso (Almeida Filho, 2008;
Vallet, 1997; Cao, 1996; Hanawa, 1991).

Por tratar-se de dispositivos aplicaveis a diversos 6rgéos e tecidos do corpo,
os biomateriais estdo presentes na rotina de diversos profissionais da saude, a
exemplo dos Cirurgides Dentistas. Desta forma, a meta ideal da Odontologia
Moderna é reabilitar o paciente com contorno, funcéo, conforto, estética, fonagao e
saude ideais (Misch, 2006).

E constante e atual a procura por materiais biologicamente aceitaveis, que
apresentem as propriedades fisicas e mecanicas similares as dos tecidos bioldgicos,
além de serem econbmicos e de facil manipulagdo. Tal busca tem resultado no
desenvolvimento tecnoldgico de biomateriais que possibilitem diferentes alternativas
de utilizagdo. O expressivo desenvolvimento de biomateriais para utilizagdo em
clinica odontoldgica na ultima década tem representado um poderoso instrumento

terapéutico (Russo et al., 2010; Bugarin Junior, 2007).
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2.2 Estomatite Aftosa Recorrente

O termo “aphthai” foi utilizado pela primeira vez por Hipdcrates, que viveu
entre os séculos V e IV a.C., referindo-se a uma doenga oral, provavelmente
candidiase. A primeira descricdo clinica confiavel da Estomatite Aftosa Recorrente
(EAR) foi publicada por Mikulicze Kimmel em 1888. Em lingua inglesa, a primeira
referéncia a EAR foi publicada por Sibley em 1899, no British Medical Journal,
descrevendo o que hoje conhecemos como EAR menor. Ele atribuiu a ocorréncia
das lesdes ao estresse psiquico, nomeando-as ulceras neuroticas (Rogers, 1977).

A Estomatite Aftosa Recorrente (EAR) € uma das mais comuns alteragdes
patolégicas da mucosa oral, de tamanho e duragdo variaveis, tipicamente
encontradas na mucosa bucal ndo-queratinizada. Na populacédo geral a prevaléncia
constatada varia de 5 a 66%, a depender das caracteristicas étnicas de cada grupo
populacional, com uma média de 20%. Apesar das constantes pesquisas e da
preocupagao clinica, sua causa permanece obscura. Diferentes subgrupos de
pacientes parecem ter diferentes causas para a ocorréncia da EAR. E um processo
patolégico que gera destruicdo da mucosa em uma provavel reagdo imunoldgica
mediada pelos linfocitos T, que sdo originarias da medula éssea e tem como
principal fungao a protegao do corpo contra infeccées (Neville et al., 2009; Sirera et
al., 2006; Neville et al., 2004; Fraiha et al., 2002).

Os principais agentes etioldgicos relacionados sao: alergias, predisposicao
genética, deficiéncias nutricionais, anormalidades hematoldgicas, fatores
imunoldgicos, influéncias hormonais, agentes infecciosos, suspensdo do fumo,
trauma e estresse. Quando todos os varios subgrupos combinam-se, as varias
causas agrupam-se em trés categorias: imunodesregulagao primaria, diminui¢ao da
barreira da mucosa e aumento na exposi¢do antigénica, podendo uma ou mais
dessas categorias apresentarem-se combinadas em subgrupos de pacientes (Neville
et al., 2009).

As alteragbes imunologicas que sdo induzidas por eventos estressantes
podem provocar efeitos negativos sobre a saude dos individuos. Pessoas
submetidas a estresse sdo mais suscetiveis a padecer de enfermidades infecciosas
ou agravar a severidade das mesmas, dificultando, inclusive, a cura de feridas.
Outro aspecto relevante quanto ao desequilibrio do sistema imunoldgico por agentes

estressantes € o0 aumento da producido de citocinas pro-inflamatdrias. As citocinas
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sao importantes proteinas que atuam como mediadores da comunicacdo entre
células vivas, coordenando respostas quanto a reparacao tecidual e outras reagdes
imunes (Kawamura et al., 2001; Leserman et al., 2000; Yudkin et al., 2000).

A Estomatite Aftosa Recorrente demonstra uma tendéncia definitiva de
ocorrer entre familiares. Quando ambos os pais apresentam um historia de EAR ha
90% de chance de o filho também desenvolver. Ela é classificada de acordo com a
variagao clinica em: menor, maior e herpetiforme (Figura 1). As lesdes diferem entre
si em virtude do tamanho, numero, tempo de duragcdo e formacdo ou nao de
cicatrizes. As ulceragdes aftosas menores sao as mais frequentes, englobando 80%
dos casos. Geralmente medem menos de 10 mm e duram de 10 a 14 dias. As
ulceragbes aftosas maiores acometem 10% dos pacientes afetados, podendo medir
até 30 mm, sendo consideradas mais severas, durando semanas ou meses, e
costumam deixar cicatrizes. Ja a variacédo do tipo herpetiforme medem de 1 a 3 mm,
porém o numero de lesdes pode ser muito elevado, chegando a 100 delas por surto.
Sua denominagao deriva da suposta semelhanga com as lesbes orais provocadas
pela gengivoestomatite herpética primaria. No entanto, o virus do Herpes Simples
nao apresenta nenhuma relacdo com a EAR (Neville et al., 2009; Miziara et al.,
2005; Neville et al., 2004).

Figura 1: Estomatite Aftosa Recorrente em suas trés variagdes clinicas. Da esquerda
para a direita: menor, maior e herpetiforme.

Devido a falta de precisdo no estabelecimento da causa da EAR, a
terapéutica nao é especifica, sendo utilizados de forma paliativa antiinflamatoérios,
antibiéticos e anestésicos, além de medicamentos com propriedades naturais e
homeopaticos, para alivio da dor, redugéo da severidade, duragao e frequéncia de
aparecimento das ulceras e o restabelecimento das fungdes orais normais (Gorsky
et al., 2007; Meng et al., 2009; Costa e Castro, 2013).
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Os agentes topicos séo o primeiro tratamento de escolha para as ulceragdes
em mucosa oral, por serem eficazes e seguros. O unico problema & a obtengao da
efetividade da liberagdo da droga. Medicagdes topicas sao facilmente removidas da
area alvo (Pereira et al., 2006). Essa limitagdo pode ser eliminada através do
desenvolvimento de membranas que permanegam em contato prolongado com a

mucosa e liberem, gradativamente, o medicamento sobre a leséo.

2.3 Mucoadesivos orais para Liberagao de Farmacos

Dispositivos mucoadesivos para liberagdo controlada podem aumentar a
efetividade da liberagdo transmucosa da droga, mantendo sua concentragdo no
organismo em niveis terapéuticos, ou seja, entre o nivel efetivo minimo e o nivel
téxico, inibindo a diluigdo da droga nos fluidos corporais, permitindo direcionamento
e localizacdo da droga no sitio especifico. S&o utilizados quando se deseja uma
acao mais prolongada, em que tanto a liberagdo quanto a absorgao sao mais lentas
(Jain, 2008; Pather et al., 2008).

O Sistema de Liberagcdo Controlada de Farmaco pode ser definido como
uma formulagdo ou dispositivo que possibilita 0 uso terapéutico de uma substancia
de maneira eficaz e segura através do controle da proporgéo, tempo e local da
liberacdo da droga no corpo. Esse processo inclui a administracdo do agente
terapéutico, a liberagdo do principio ativo e seu transporte através de membranas
bioldégicas no sitio de agdo. Também pode ser definido como a interface entre a
droga e o paciente, seja através de uma formulagdo que administre a droga para seu
uso terapéutico ou um dispositivo que libere 0 medicamento no organismo (Jain,
2008).

Alguns estudos tém se concentrado em promover a incorporagao de
compostos bioativos (farmacos sintéticos ou produtos naturais) em biomateriais
implantaveis, a exemplo da gelatina, especialmente em virtude das vantagens
relacionadas a liberagao controlada do produto diretamente no tecido danificado. O
sistema de liberacdo controlada permite a manutencdo de niveis constantes da
droga no organismo (nivel terapéutico) (Figura 2), implicando numa eficiéncia maior
na utilizacdo do agente e aplicagdo diretamente no sitio de agdo, produzindo altas

concentragbes localizadas, reduzindo ou evitando efeitos colaterais sistémicos,
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proporcionando menor frequéncia de administragdo do agente ativo e aumentando o

conforto do paciente e eficacia do tratamento (Lee et al., 2001).

Nivel tdxico

Nivel Plasmatico

Nivel sub-terapéutico

\

Tempo

Figura 2 - Comparacéao entre a administragcao de farmaco por métodos convencionais (a) e
por liberagcado controlada (b). Adaptado de Freire, 2012.

Os medicamentos podem ser introduzidos no corpo humano através de
varias rotas, a depender da doenga, do efeito desejado e da disponibilidade do
farmaco. A via de administracdo transmucosa oral (Figura 3) favorece a introdugao
do farmaco no organismo por difusdao, possibilita a atuagcdo mais rapida dos
farmacos, com facilidade e conveniéncia de aplicacdo, sendo um método indolor,
bem aceito pelo paciente e autoadministravel (Rosalen e Groppo, 2013; Jain, 2008).

Entre outras vantagens que a liberacdo de farmaco pela via transmucosa
oral apresenta, estdo: evitar que ocorra o metabolismo pré-sistémico, que consiste
na redugdo da concentragcdo do farmaco antes de atingir a circulagao sistémica,
durante o processo de absorgdo que esta geralmente relacionado ao figado e as
paredes do intestino; colaborar com um ambiente menos hostil em comparagao ao
estomacal em se tratando de drogas instaveis, ja que o pH bucal varia entre 5,8 e
7,4 e possui menor conteudo enzimatico; facil descontinuagdo do tratamento de
sistemas de liberagédo controlada de drogas em casos de efeitos colaterais; o tempo
de renovagao celular da mucosa oral permite que dispositivos mucoadesivos
permanecam no local por horas ou mesmo dias, sem que a divisao celular interfira
negativamente em sua adesdo e ao mesmo tempo possibilitando uma rapida

recuperacao tecidual; por ser um meio biolégico de pequeno volume, adequagdes de
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dosagem podem ser realizadas de maneira facil e direta, com o minimo de efeitos
colaterais (Pather et al., 2008).

IS e e Wico
Epitélio oral
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——— Lamina prapria

P . Submucosa
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eﬁ - E‘ é Musculo ou osso

Figura 3 - Estrutura da mucosa oral. Adaptado de Smart, 2005.

Embora a mucosa oral seja uma rota de absorcdo com muitos pontos
positivos a serem considerados, apresenta também algumas desvantagens, como:
pequena superficie absortiva (0,01 mz) em comparagao ao intestino delgado (100
m2); salivagédo, degluticdo e movimentagao das estruturas orais podem remover a
droga de sua regido absortiva de preferéncia; a mucosa oral € menos permeavel se
comparada ao intestino delgado; o sabor da droga pode ser uma dificuldade para o
paciente, podendo haver um descumprimento do regime de dosagem (Pather et al.,
2008).

Membranas com diferentes composi¢cdes tem sido utilizadas para a liberagao
controlada de farmacos em mucosa ocular (Mahmoud et al., 2011; Jain et al., 2010;
Ludwing, 2005), nasal (Casettari e lllum, 2014; Xu et al., 2014; Nazar et al., 2011),
vaginal (Caramella et al., 2015) e bucal (Azim et al., 2015; Xu et al., 2015; Jaipal et
al., 2014), sendo tais farmacos das mais diferentes origens e fungdes no organismo:
como ciclodextrina (carboidrato) (Mahmoud et al., 2011), ciprofloxacino (antibiético)
(Jain et al., 2010), vitaminas (Azim et al., 2015), cloridrato de buspirona (ansiolitico)
(Jaipal et al., 2014), etc.
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Muitas pesquisas desenvolvidas recentemente apresentam a gelatina como
um biomaterial de grande aplicabilidade no campo de liberagcdo controlada de
farmaco (Raja e Fathima, 2015; Bonferoni et al., 2015; Sagiri et al., 2015; Lai et al.,
2014). A associacao da gelatina com outros materiais poliméricos, como € o caso da
quitosana também tem sido estudada por varios pesquisadores (Jridi et al., 2014;
Cui et al., 2014; Pok et al., 2013; Pereda et al., 2011), com o intuito de obter
biomateriais com propriedades antimicrobiana, antioxidante, biocompativel e atdxico
como membranas biodegradaveis para liberagdo controlada de farmacos, além de
filmes comestiveis, embalagens de alimentos e desenvolvimento de novos materiais.

A triancinolona acetonida tem sido utilizada em sistemas de liberagao
controlada de farmaco com diferentes matrizes poliméricas, como: acido hialurénico
(Saadat et al., 2015), poli-caprolactona (Meng et al., 2014), gelatina, na forma de
scaffolds (Niu et al., 2014) e esponjas (Pal, 2013), quitosana - acido poliacrilico (Ahn
et al.,, 2002), alginato - quitosana (Lucinda-Silva et al., 2010), acido poliacrilico -

hidroxipropilmetilcelulose (Mumtaz; Ch'ng 1995).

2.4 Triancinolona acetonida

A histéria da farmacologia sem duvida esta associada a histéria das
civilizacbes, a seus avancos e dificuldades, sendo definida como o estudo das
drogas ou medicamentos que interagem com o0s organismos vivos. A partir do
momento em que os principios cientificos da farmacologia foram formulados, propds-
se a aplicagdo pratica de meétodos apropriados para tratar uma determinada
condicao ou doencga. A isso se deu o nome de farmacologia clinica ou terapéutica
(Rosalen e Groppo, 2013).

As terapias com o uso de vegetais e minerais existem ha tanto tempo quanto
os seres humanos. As doencas humanas e o instinto de sobrevivéncia tém levado a
sua descoberta ao longo das épocas. O uso de terapias, mesmo que bastante
rusticas, comegou antes dos registros histéricos, gragas ao instinto do homem
primitivo de aliviar a dor de uma lesao colocando-a em agua fria, empregando folhas
frescas ou protegendo-a com lama. Por meio dessas experiéncias 0s seres
humanos aprenderam que determinadas terapias eram mais eficazes que outras e, a

partir desses achados, surgiu a terapia medicamentosa (Allen Jr. et al., 2007).
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Um medicamento é definido como o agente destinado a diagndstico,
mitigacdo, tratamento, cura ou prevencdo de doengas em seres humanos ou
animais. Uma das suas mais surpreendentes qualidades reside na diversidade das
suas agdes e efeitos sobre o organismo. Essa qualidade torna seu uso seletivo em
varias condi¢des patoldgicas comuns e raras, envolvendo érgéos, tecidos ou células
(Allen Jr et al., 2007).

A busca por elementos que atuem na dinamica da reparagao tecidual ha
muito vem sendo motivo de estudo e preocupacgao, principalmente no que se refere
a promoc¢ao da bioestimulacdo celular, o que poderia resultar em aceleragdo no
processo de cicatrizagdo, sem causar efeitos danosos as células, tecidos ou érgaos
(Barreto, 2008).

Ap6s a ocorréncia de uma lesdao num tecido, iniciam-se mecanismos
fisioloégicos para reparar esse tecido, mas por vezes este processo € lento e causa
dor, necessitando de intervencdo. A fase inicial do processo de cicatrizagao
caracteriza-se pela formacao de uma matriz de proteoglicanos/glucosaminoglicanos,
seguida da sintese de colageno e elastina. O crescimento de fibroblastos e células
endoteliais sdo cruciais na cicatrizacao de feridas. Para que ocorra cicatrizacao, as
feridas passam pelo processo de inflamacdo, contracdo, re-epitelizacao,
remodelagdo tecidual e formagdo do tecido de granulagdo. Atualmente existem
muitos recursos que ajudam na cicatrizagdo e amenizam a dor (Mantle et al., 2001;
Vargas et al., 2009).

A triancinolona acetonida é o medicamento de predilecdo no caso de
ulceragdes em mucosa oral, sendo um corticosteroide (anti-inflamatério esteroide
imunossupressor) (Figuras 4 e 5), ou seja, um hormdnio sintético que mimetiza as
acgdes do cortisol endégeno secretado pela glandula adrenal. Seus efeitos
terapéuticos sao geralmente atribuidos a supressdo de multiplos mecanismos
envolvidos na resposta inflamatéria, levando a uma diminuicdo dos niveis de
mediadores quimicos pro-inflamatoérios no local da injuria.

Ela atua difundindo-se através das membranas celulares e forma complexos
com os receptores citoplasmaticos especificos. Estes complexos penetram no
nucleo da célula, unem-se ao DNA, estimulam a transcricdo do mRNA e a posterior
sintese de varias enzimas responsaveis pelos efeitos dos corticosteroides
sistémicos, diminuindo ou prevenindo as respostas do tecido aos processos

inflamatdrios e reduzindo os sintomas da inflamagao sem tratar a causa subjacente.
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Além disso, a triancinolona acetonida inibe a acumulacédo de células inflamatérias,
inclusive macrofagos e leucdcitos, nas zonas de inflamacéo; inibe a fagocitose, a
liberacdo de enzimas lisossémicas e a sintese ou liberagédo de mediadores quimicos
da inflamacéo; reduz a dilatacdo e permeabilidade dos capilares inflamados e reduz
a aderéncia dos leucocitos ao endotélio capilar. Como imunossupressor, pode
pressupor a prevencao das reacdes imunes mediadas pelas células, reduzindo a
concentracao de linfocitos timodependentes, mondcitos e eosindfilos; diminui a unido
das imunoglobulinas aos receptores celulares de superficie e inibe a sintese ou
liberagdo das interleucinas, diminuindo, assim, a blastogénese dos linfocitos T e a
importancia da resposta imune primaria. Sua unido as proteinas é alta. Por via oral,
absorve-se de forma rapida e metaboliza-se no figado. E eliminada principalmente
mediante metabolismo seguido de excrecdo renal dos metabdlitos inativos
(BATISTUZZO et al., 2006).
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Figura 4 - Representacéo estrutural da Figura 5 - Forma de apresentagéo
molécula da Triancinolona acetonida. da triancinolona acetonida.

A féormula quimica da triancinolona acetonida é Cy4H31FOg, possuindo Massa
Molar 434,51 g/mol. E considerada um farmaco praticamente insolivel em meio
aquoso, tendo taxa de solubilidade de 0,03 mg/ml (Martins e Veiga, 2002). Os
resultados de sua aplicagdo tornam-se ainda mais intensos se o contato com a
mucosa oral for prolongado (Lima et al., 2005; Fattah et al., 2005; Guimaraes Junior,
2005).
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2.5 Chamomilla recutita

Originalmente, todas as drogas, remédios ou medicamentos eram
substancias provenientes exclusivamente da natureza, oriundos de fontes naturais
como plantas, animais e minerais (Rosalen e Groppo, 2013).

Durante os ultimos 10 ou 15 anos, a medicina alternativa tem-se tornado
extremamente popular. Os medicamentos a base de plantas, orais e topicos,
tornaram-se algumas das terapias alternativas mais utilizadas. Grande parte inclui
substancias vegetais usadas ha varios séculos na medicina popular (Baumann,
2007).

A Fitoterapia estuda as plantas medicinais, sendo uma alternativa aos
medicamentos de sintese, podendo ser utilizada tanto isoladamente como em
conjunto com a terapéutica convencional. E considerada a forma de medicina mais
antiga da civilizagdo humana. Ha registos do ano 2500 a.C. sobre a utilizagdo de
plantas medicinais na China, e em 2800 a.C. foi escrito o primeiro livro com
referéncias a formulas de fitoterapia (Pinto, 2013).

Uma alternativa ao tratamento de ulceragdes na cavidade oral € a adeséo a
métodos fitoterapicos, onde ganha destaque o uso da Chamomilla recutita (Figura
6).

Figura 6 - Flores de Chamomilla recutita.

Conhecida popularmente como Chamomilla ou matricaria, € originaria da
Europa e cultivada em todo o Brasil, a Chamomilla é popularmente utilizada como
anti-inflamatério e antiespasméddico, possuindo agdo calmante, ansiolitica,
analgésica, carminativa, cicatrizante, emenagoga, antimicrobiana, desinfetante e

emoliente. Essas propriedades devem-se aos componentes do 6leo essencial,
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nomeadamente a-bisabolol e flavondides. O a-bisabolol é responsavel pela
formacgdo do tecido de granulagdo no processo de cicatrizagdo e os flavonoides
atuam inibindo a liberacdo da histamina. Por outro lado, ensaios in vitro revelam a
influéncia na agao proliferativa de linfocitos, o que pode representar um importante
passo para o tratamento de problemas do sistema imunologico (Bedi e Shenefelt,
2002; Nascimento et al., 2005; Duarte e Lima, 2003; Ramos et al., 2004; Marques et
al., 2010).

2.6 Gelatina

A gelatina é resultante da desnaturagao térmica do colageno, isolado de
0ssos, pele e tendbdes de animais. Da mesma maneira que o colageno, ela é
composta por 18 aminoacidos diferentes unidos por ligagdes peptidicas em sua
formacgao, cuja massa molar média varia entre 20.000 e 250.000 g/mol, dependendo
do grau de hidrélise do colageno (Figura 7). Caracteriza-se pelo grande numero de
glicina, prolina e hidroxiprolina (Figura 8) e deficiéncia em aminoacidos sulfurados.
De acordo com a preparagao, a gelatina pode ser classificada em dois tipos. A
gelatina tipo A advém de pré-tratamento acido, utilizando principalmente pele suina,
enquanto que a gelatina de tipo B € proveniente de ossos e pele de gado através de

pré-tratamento basico (Ray e Bousmina, 2005).

Huydroxy-Pro %;

Gly %
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Figura 7 - Estrutura da gelatina, exibindo os aminoacidos mais comumente encontrados e as
ligacoes peptidicas.
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Figura 8 - Aminoacidos mais frequentes na estrutura da gelatina.

E considerada diferente de outras proteinas por apresentar uma notavel
auséncia de ordem interna. Em nivel molecular, a formagdo de gelatina-gel envolve
uma reestruturacéo protéica, com a transigdo de um estado desordenado para uma
estrutura mais ordenada, e as propriedades fisicas destes géis resultam do grau de
formacao de jun¢des microcristalinas (Achet e He, 1995; Ziegler e Foegeding, 1990).
A transigao vitrea da gelatina pode ser observada entre 43 e 53°C, que é relativa a
estrutura amorfa do material, enquanto que a temperatura de fusdo € em torno de
125°C, relativa a transigéo cristalina (Sobral et al., 2011).

O colageno é a proteina mais abundante do tecido conjuntivo, podendo ser
encontrado na pele, ossos, tenddes e dentes. Além de desempenhar importante
papel na estrutura dos tecidos, o colageno é capaz de orientar a formagao de
tecidos em desenvolvimento, fato altamente favoravel na sua utilizagdo como
biomaterial (Silver e Doillon, 1989).

Tanto o colageno quanto os seus produtos de degradagcdo sé&o
quimicamente atrativos para varios tipos de células. Seu papel na cicatrizacdo de
feridas € bem delineado, sendo um substrato natural para as células, altamente
essencial para manté-las com sua morfologia e fendtipos normais. A matriz de
colageno oferece uma estrutura de suporte bio-interativa, a qual guia e estimula
apropriada formagao tecidual (Lee et al., 2001).

A auséncia de agua na gelatina produz uma distorcdo na conformacao
molecular e aumenta o numero de ligacdes de hidrogénio intramoleculares. A
desidratagdo do material ndo mantém, contudo, a sua estrutura nativa (Mogilner et
al., 2002). Segundo Ray e Bousmina (2005), devido a estas caracteristicas, a
gelatina pode ser utilizada para formagéao de filmes.

Uma caracteristica de grande interesse para a aplicagdo em sistemas de

liberacdo controlada de farmacos €& sua bioadesividade, principalmente em se
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tratando de aderéncia a mucosas corporais como € o foco desta pesquisa (Matsuda
et al., 1998).

Usada amplamente em Produtos farmacéuticos, principalmente em capsulas
duras e moles, microesferas e curativos, a gelatina destaca-se devido a excelente
compatibilidade celular e auséncia de antigenicidade, além da biodegradabilidade,
plasticidade, flexibilidade e propriedades hidrogel, sendo um material de uso
potencial para a liberagdo controlada de farmacos. A disponibilidade em diferentes
formas e o baixo custo sdo atrativos adicionais que facilitam a seletividade e a
producao em larga escala (Vercik et al., 2009; Kim et al., 2004; Bigi et al., 2000;
Agrawal e Athanasiou, 1997).

2.6.1 Reticulagao da membrana de gelatina

A reticulagdo polimérica € um processo que ocorre quando cadeias
poliméricas lineares ou modificadas sao interligadas por pontes de ligacoes
formando uma rede polimérica tridimensional. A reticulacdo pode ser de natureza
quimica, formada por liga¢des covalentes irreversiveis, ou reticulagao fisica, formada
por varias reticulagdes reversiveis (interacao de van der Waals, ligacdes ibnicas,
pontes de hidrogénio). O processo de reticulagcdo esta geralmente relacionado a
obtenc&o de uma estrutura fisica mais rigida (Lamy et al., 2008).

Os filmes de gelatina apresentam limitada resisténcia mecanica quando
comparados com filmes sintéticos e s&o sensiveis a umidade relativa do ar, devido a
caracteristica higroscopica da gelatina e dos agentes plastificantes que geralmente
sdo adicionados. O aumento do grau de reticulagdo pode ocasionar uma
modificagdo nas caracteristicas mecanicas. Modificagdes quimicas visando o
aumento do grau de reticulagdo dependem da reatividade das proteinas
constituintes, da especificidade do agente modificador e da configuracao
tridimensional molecular (Sobral et al., 2011; Carvalho e Grosso, 2005; Wong e
Wong, 1992).

Alteracbes realizadas na superficie proteica afetam a solubilidade e as
interacdes entre as proteinas e esta relacionado as propriedades apresentadas pela
membrana (Phillips et al., 1994). No entanto, apesar da natureza biocompativel dos
produtos de partida, o processo de reticulagdo quimica normalmente empregado

pode comprometer o uso de materiais subsequentes, ainda que completamente
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purificado, por causa do imprevisivel nivel de biocompatibilidade dos grupos ligados
a cadeia (Crescenzi et al., 2002).

Dois agentes reticulantes foram considerados para esta pesquisa: a radiagao
ultravioleta e a genipina. Entretanto, como método comparativo para analise da

eficacia desses agentes em se tratando de gelatina, utilizou-se o glutaraldeido.

2.6.1.1 Radiacao Ultravioleta

A radiacgdo ultravioleta como agente reticulador € um processo fisico, de
baixo custo, ndo-térmico, sendo uma tecnologia sem 6nus ambientais e que tem
recebido crescente atengdo nos ultimos anos em pesquisas ligadas a area medica e
farmacéutica. E crescente a necessidade de desenvolvimento de técnicas de
reticulagdo através do uso de agentes naturais ndo-tdxicos, nao-especificos, de
baixo custo e prontamente disponiveis. A reticulacdo por radiagcao ultravioleta ocorre
através da formacao de pontes de hidrogénio e ligacées de van der Waals (Bhat e
Karim, 2009; Otoni et al., 2012).

Quando a radiacdo ocorre por curto periodo de tempo ela possibilita a
reticulagdo entre as moléculas da gelatina, enquanto que em uma irradiagdo por um

periodo mais prolongado age na cisao das cadeias da molécula (Otoni et al., 2012).

2.6.1.2 Genipina

A genipina (Figura 9) é um agente reticulante de origem natural que detém
caracteristicas promissoras. Possui agao antioxidativa, anti-inflamatéria e atividade
fibrolitica. Pertence a classe dos iridéides, que sdo metabdlitos secundarios
encontrados em plantas, sendo obtida a partir da hidrélise enzimatica do
geniposideo presente no fruto da Gardenia jasminoides Ellis, o jenipapo (Yao et al.,
2004; Bigi et al., 2002).
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Figura 9 - Estrutura quimica da genipina (Koo et al., 2004).

H

A genipina forma ligagbes cruzadas com materiais protéicos e colageno, o
que € a base dos estudos para sua utilizagdo como agente imobilizante de enzimas
e como regulador de dosagem medicamentosa. Sua formula molecular é C41H440s5,
massa molar de 226,226g/mol e ponto de fusdo em torno de 120°C. E solivel em

agua, metanol, etanol e éter dietilico (Santoni et al., 2008; Koo et al., 2004).

A reticulagdo por genipina acontece em duas etapas: primeiro um rapido
ataque nucleofilico do grupo amino da lisina ao anel da estrutura da genipina; em
seguida acontece uma reagao mais lenta, em que o grupo amino da lisina de outro
fragmento da gelatina resulta em outra substituicdo nucleofilica (Figura 10) (Rose et
al., 2014).

"D0C :
A M Gelatin . -00C
. ot NHs (3 !
"|_- P Loy r :*-'\‘”h'
O O~ P O, 0. 0. .o,
—_ s - Lys T
A ¥ HN H0 : H,0
Ty M i Lk _’.\IlH Vs A
‘I 0 ‘-.I — | p | —_— ] cCoo
HO—'l [ o { o oo \LG'
H HO HO— E
Genipin HiN
B
~MH3" MNH
5 : [
oo ALY & NH;
MH, ooc MR &
\ NH aog ks
F O ; =N C‘;H\_C-l— O NH
e — — ' — —
. . ! I~ \
,L N coo s N CO0 ol N _coor
i ; Lys / T e
HO— L'_.;.‘L HO— j;;l HO _" LYE:
5 5 o
3 MH* NH,'

Cross-linked Gelatin

Figura 10 - Reacéo de reticulacdo da gelatina por genipina. Fonte: Rose et al., 2014.



2.6.1.3 Glutaraldeido

O glutaraldeido (Figura 11) € o agente de reticulacdo quimica mais utilizado
em se tratando de materiais colagenosos, em virtude de sua alta eficiéncia na
estabilizacdo destes materiais (Bigi ef al., 2001). Por esse motivo ele foi utilizado
como padrao comparativo a ser seguido para posteriores comparacdes aos agentes
reticulantes eleitos para serem, de fato, métodos validos de reticulacdo para esta
pesquisa. O glutaraldeido hoje € um produto de uso suspenso na area da saude,
pelo aumento da ocorréncia de casos de infeccdes por Mycobacterium de
Crescimento Rapido (MCR) devido ao uso inadequado para desinfec¢cao de agentes
termossensiveis (Nota Técnica ANVISA n°2/2007 e n°5/2008). Ademais, ele € um
produto toxico, podendo afetar profissionais que o manuseiam e pacientes expostos
a seus residuos nos materiais utilizados durante o atendimento, além da
contaminacao ambiental quando o descarte ndo é realizado corretamente. Esses
fatores negativos limitam seu uso quando o produto a ser reticulado trata-se de um
Biomaterial, porém pode servir de pardmetro para sua reticulacdo por outros

agentes.

O O
HM\H

Figura 11 - Estrutura quimica do glutaraldeido.

A reacao de reticulacdo do material colagenoso pelo glutaraldeido envolve
0os grupos amino livres da lisina ou hidroxilisina de residuos de aminoacidos de
cadeias polipeptidicas com o grupo aldeido do glutaraldeido (Figura 12). Uma
solucdo com concentracdo de 0,05% (p/v) é suficiente para reticular cerca de 60%
dos grupamentos ge-amino e, variando-se a concentracao deste, sao obtidos filmes

de gelatina com propriedades fisico-quimicas distintas (Bigi ef al., 2001).
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Figura 12 - Reacao de reticulacao da gelatina por glutaraldeido. Fonte: Choudhury
et al., 2007.

O glutaraldeido € um dialdeido linear, liquido, de odor pungente, incolor a
levemente colorido, soluvel em agua e solventes organicos. Tem baixo custo e é
facilmente encontrado em solugdes aquosas acidas em concentragdes inferiores a
2,0% até 70% (Migneault et al., 2004).

No entanto, se langado no hospedeiro em virtude da biodegradagdo do
biomaterial, o glutaraldeido é téxico. Por esse motivo varios agentes, incluindo
carbodiimidas, compostos epoxi e genipina tem sido testados para reticular materiais
a base de colageno (Bigi et al., 2001; Sung et al., 1999).

Diante do exposto, o presente estudo pretende unir a gelatina, a triancinolona
acetonida e a Chamomilla em membranas que carreguem um ou ambos os
principios ativos, propondo um novo método de tratamento para as ulceragdes em
mucosa oral, tanto no sentido da forma de apresentagao (membrana) como quanto a
unido de farmacos que possuem propriedades que se complementam no tratamento

desse tipo de afecgao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A presente pesquisa foi desenvolvida em trés locais: no Laboratério de
Avaliagcédo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), localizado na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Campina Grande, Paraiba,
Brasil; no Laboratério de Sintese de Peptideos do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (IQ-Unesp), em Araraquara,
S&o Paulo, Brasil; e no Instituto de Ceramica e Vidro (ICV) do Conselho Superior de
Investigacdes Cientificas (CSIC), localizado em Madrid, Espanha.

O extrato de Chamomilla e as membranas com e sem a incorporagao dos
farmacos foram desenvolvidas inicialmente no ICV e a técnica reproduzida
posteriormente no CERTBIO, com os ajustes necessarios. As analises de
Microscopia de Forga Atémica (AFM), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Biodegradacao e Intumescimento in vitro foram realizadas no ICV, sendo as trés
ultimas reproduzidas no CERTBIO apds ajustes de reticulagdo. Os ensaios de
Molhabilidade, Bioadesao e Liberacdo Controlada de Farmaco foram realizados no

Laboratdrio de Sintese de Peptideos.

3.2 Reagentes

Para a obtencdo do extrato de Chamomilla, foram utilizadas Flores de
Chamomilla (Casa Pajuelo) e Alcool Etilico Absoluto (99,8° GL, Panreac). Para o
desenvolvimento das membranas, os reagentes utilizados foram: gelatina 250 LB
(>98,0%, origem bovina, Rousselot), Triancinolona Acetonida Micronizada (99,9%,
Crystal Pharma), Glicerina (99,9%, Panreac), Glutaraldeido (25%, Panreac),
Genipina (298,0%, Sigma-Aldrich), Agua Destilada de fabricagdo prépria do
laboratério e o Extrato de Chamomilla desenvolvido durante a pesquisa (Tabela1).



Tabela 1: Relacao de reagentes utilizados na pesquisa.

Reagente
Gelatina 250 LB (origem bovina)
Triancinolona acetonida micronizada

Flores de Chamomilla

Alcool etilico absoluto
Glicerina

Glutaraldeido

Genipina

Agua destilada

3.3 Procedimento experimental

» Preparacao do extrato de Chamomilla:
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Fabricante
Rousselot
Crystal Pharma
Casa Pajuelo
Panreac
Panreac
Panreac

Sigma-Aldrich

As flores de Chamomilla foram maceradas em um processador (Tata,

modelo ML469) e suspensas em alcool etilico sob agitagdo magnética (lka Werne,

modelo RCT Basic) por 72 horas, na propor¢cao de 1:10 (p/v). A filtragem ocorreu

com auxilio de Papel Filtro 50 gr/m? (Filtros Anoia) e o residuo obtido foi adicionado

em nova medida de alcool etilico, para uma segunda extragao (Figura 13). Os dois

filtrados foram unidos e o solvente evaporado através de um Rotavapor (Buchi,

modelo R-210), sob pressao de 90 mbar e temperatura de 38°C. O solvente residual

foi eliminado em estufa (Binder, modelo FD) a 50°C por 3 horas. As amostras foram

acondicionadas sob refrigeragcao a 5°C (Roby et al., 2013; Queiroz, 2008).
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Figura 13 - Processo de obtengéo do extrato de Chamomilla. (a) Flores de Chamomilla no
processador; (b) Flores ja maceradas; (c) Suspensdo em etanol; (d) Filtragem;(e) Filtrados
obtidos na primeira e segunda suspensao; (f) Evaporacdo do solvente em rotavapor; (g) e

(h) Extrato apds evaporacgéo do solvente; (i) Armazenamento do extrato de Chamomilla.

» Preparacdo das membranas de gelatina:

A gelatina de origem bovina foi adquirida na forma de gréo, produzida pela
Rousselot. A dissolugdo ocorreu na proporgcao de 4% (p/v) em agua destilada a
60°C, sob agitagdo constante por 45 minutos, com posterior adigdo de glicerina a
0,8% (p/v) e agitagdo magnética por 15 minutos (Figura 14). A solucéo foi vertida em
suportes de poliestireno de forma a obter espessura de camada liquida de 3 mm
(Casting Process) (Vercik et al., 2009). Os suportes possuem 9,2 cm de

comprimento por 6,35 cm de largura, sendo necessario uma aliquota de 17,5 ml



44

para que, apos evaporagao do solvente, a membrana apresente espessura de
0,1fmm. A secagem ocorreu em estufa com circulagédo de ar a 30°C por 24 horas.

Figura 14 - Processo de obteng&o das membranas de gelatina.

» Preparacado das membranas de gelatina com adigao dos principios ativos:

As membranas com a incorporagdo de farmacos em sua composi¢cao foram
confeccionadas de forma muito similar as ja descritas. Apos a etapa de diluicdo da
gelatina sob agitacdo magnética, houve o acréscimo dos principios ativos (Figura
15). A triancinolona acetonida foi utilizada na concentragdo de 0,0048% (p/v) e o
extrato de Chamomilla na concentragéo de 0,48% (p/v), tomando-se por base as
doses terapéuticas ja utilizadas comercialmente para tratamento da Estomatite
Aftosa Recorrente.

Foram confeccionados inicialmente quatro tipos de amostras: um primeiro
para controle, sem os farmacos; um com incorporagao de triancinolona acetonida;
outro com incorporagao de extrato de Chamomila e; um quarto tipo com a
incorporagao de ambos os farmacos. Na variavel em que ambos os principios ativos
foram adicionados, foi acrescentado o primeiro sob agitagdo magnética constante
por 15 minutos para entdo o segundo ser acrescido a solugdo. Apds mais 15
minutos de agitacdo magnética constante, adiciona-se a glicerina na proporgéo de
0,8% (p/v) e a solugdo permanece sob agitagdo por mais 15 minutos. A solugéo foi
vertida em suportes de poliestireno de forma a obter espessura de camada liquida
de 3 mm. A secagem ocorreu em estufa com circulagao de ar a 30°C por 24 horas,

repetindo o processo ja descrito anteriormente.



45

Figura 15 - Processo de preparacdo das membranas de gelatina com os farmacos
Triancinolona Acetonida (a) e extrato de Chamomilla (b). A imagem (c) refere-se ao aspecto
das membranas com os farmacos em sua composicao.

Trés métodos de reticulagao foram avaliados neste estudo:

» Reticulagao por glutaraldeido

Apos a secagem em estufa, as amostras foram mergulhadas por 1 minuto
em solugdo aquosa de glutaraldeido a 0,5% (v/v) e a 2,0% (v/v). Em seguida foram
realizadas 5 lavagens consecutivas com agua destilada e as membranas voltaram a
ser secas em estufa com circulagao de ar a 30°C por 24 horas (Figura 16). Ao final

foram acondicionadas a temperatura ambiente em embalagens lacradas.

Figura 16 - Aspecto da membrana de gelatina reticulada por glutaraldeido a 2,0% apos
secagem.

O glutaraldeido € o agente de reticulagdo quimica mais utilizado em se
tratando de materiais colagenosos, em virtude de sua alta eficiéncia na estabilizagao
destes materiais (Bigi et al., 2001). Por esse motivo ele foi utilizado como padrao a
ser seguido para posteriores comparagbes aos agentes reticulantes eleitos para

serem, de fato, métodos validos de reticulagdo para esta pesquisa.



46

» Reticulagao por radiagao Ultravioleta:

As amostras foram removidas dos suportes de poliestireno e expostas a
radiacdo ultravioleta por 5 horas através da lampada TUV 15W G15T8 da marca
Philips (Figura 17), comprimento de onda de 254 nm, radiagao tipo UV-C, acoplada
a um fluxo laminar e distando 60 cm das amostras (Matsuda et al., 2002). As
membranas foram acondicionadas a temperatura ambiente e protegidas de

umidade, em embalagens lacradas.

Figura 17- Amostras expostas a radiagéo ultravioleta.

» Reticulagao por genipina:

Apos a secagem em estufa, as amostras foram mergulhadas por tempo (20
horas, 6 horas, 3 horas, 10 minutos e 1 minuto) e em concentragcbes variaveis de
solugcado a 70% etanol/agua (v/v) e genipina (0,1%, 0,01% e 0,0005%) (Figura 18)
(Metodologia adaptada de Sisson et al., 2009).

Figura 18 - Aspecto das amostras reticuladas por genipina. As imagens (a) e (b) mostram,
em sua parte superior, as membranas antes da reticulagdo, enquanto na parte inferior as
membranas apds a reticulagdo. A imagem (c) refere-se ao seu acondicionamento.
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Em seguida foram lavadas abundantemente com agua destilada e secas em
estufa com circulagdo de ar a 30°C por 24 horas. Ao final foram acondicionadas a
temperatura ambiente em embalagens lacradas (Figura 18).

O esquema representativo do processo de desenvolvimento desta pesquisa

pode ser ilustrado de maneira simplificada através do fluxograma abaixo (Figura 19):
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Figura 19: Fluxograma representativo dos passos desenvolvidos nesta pesquisa.
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Desta forma, foram confeccionadas ao total 11 tipos de amostras, a serem

especificadas da seguinte maneira:

Tabela 2 - Relagdo de amostras desenvolvidas e siglas.

Sigla Significado
G Membrana de gelatina sem reticulagao
Membrana de gelatina reticulada por
GGe o
genipina
Membrana de gelatina reticulada por
GUV
radiagao ultravioleta
Membrana de gelatina reticulada por
GAO05
glutaraldeido a 0,5%
Membrana de gelatina reticulada por
GA20
glutaraldeido a 2,0%
Membrana de gelatina com triancinolona
GTGe . . o
acetonida reticulada por genipina
Membrana de gelatina com extrato de
GCGe _ _ o
Chamomilla reticulada por genipina
Membrana de gelatina com triancinolona
GTCGe acetonida e extrato de Chamomilla
reticulada por genipina
Membrana de gelatina com triancinolona
GTUV acetonida reticulada por radiagao
ultravioleta
Membrana de gelatina com extrato de
GCuUvVv Chamomilla reticulada por radiagao
ultravioleta
Membrana de gelatina com triancinolona
GTCUV acetonida e extrato de Chamomilla

reticulada por radiagéo ultravioleta
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3.4 Anadlise das Caracteristicas comportamentais dos biomateriais

desenvolvidos nesta pesquisa

3.4.1 Estudo Morfoldgico

Para este estudo foram utilizadas as técnicas de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Microscopia de Forga Atdmica (AFM), além da analise
macroscopica das amostras. A técnica de Microscopia Eletrbnica de Varredura
permite observar e caracterizar diferentes tipos de materiais, a partir da emissao e
interagdo de feixes de elétrons sobre uma amostra, sendo possivel caracteriza-los
do ponto de vista de sua morfologia e sua organizacao ultraestrutural. Para esta
pesquisa foi utilizado o Microscoépio Eletrénico de Varredura da Hitachi, modelo S-
4700 (Figura 20), com canhdo de emissé&o de campo frio, atuando em dois modos:
resolucdo de 1,5 nm a 15kV e profundidade de foco de 12 mm ou resolugdo de
2,5nm a 1k e profundidade focal de 2,5mm. As imagens formadas podem ser a partir
de elétrons secundarios ou retroespalhados, com aumentos que variam de 30x a
500,000x (HITACHI, 2007). Para esta pesquisa utilizou-se analise por elétrons
secundarios e aumentos de 50x, 200x, 1000x, 2000x e 50000x.

Figura 20 - Microscoépio Eletronico de Varredura da Hitachi, modelo S-4700.

No Microscopio de Forga Atémica (AFM), a ponta de prova fina interage com
a superficie da amostra por Forcas de Van der Waals, através de trés modos de
operacao: contato, ndo-contato e dinamico. Detalhes da estrutura pouco nitidos na
imagem da topografia podem ser percebidos em detalhes no AFM. Além da

morfologia da superficie, podem ser analisados conjuntamente a viscoelasticidade e



50

o coeficiente de atrito (Costa, 2010). Para a presente pesquisa foi utilizado o modo
de operacao de nao-contato através do equipamento Standa 071905, acoplado ao

Dulcinea Control Unit, da Nanotec Electronica (Figura 21), e o programa WSxM 5.0.

Figura 21 - Microscopio de Forca Atdmica Standa 071905 acoplado ao Dulcinea Control
Unit.

3.4.2 Estudo composicional

A Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier é utilizada
para caracterizar a presenga de grupos quimicos especificos no material, através de
sua associagao com as principais bandas de vibragdo (MANSUR et al., 2006). O
equipamento utilizado foi o FTIR Spectrum 100 da Perkin Elmer, no modo
Refletancia Total Atenuada (ATR). O espectrofotdmetro trabalha em um intervalo de
ndmeros de onda entre 400 e 4000 cm™ e vem equipado com diferentes modos de
medida: transmisséo/absorgéo, reflexdo difusa, reflexdo total atenuada (ATR) entre
600 e 4000 cm™ (ICV, 2014).

3.4.3 Estudo de Biodegradacéao e Intumescimento in vitro

Para os ensaios de biodegradacgao in vitro e grau de intumescimento, as
amostras foram submetidas a um meio que mimetize o uso futuro pretendido, que é
0 meio bucal. Sendo assim, a Saliva Artificial (Tabela 3) foi produzida de acordo com
a Farmacopeia Brasileira e os ensaios procedidos em triplicata. As membranas
foram seccionadas em dimensbes pré-estabelecidas de 10x20mm e as pesagens
em balanga analitica foram feitas antes da imersdo em saliva artificial (Figura 22) e a
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cada 10 minutos apds o inicio do ensaio, até completar a primeira hora. Em seguida,
as amostras foram pesadas de hora em hora até sua total degradagdo. Antes de
cada pesagem as amostras foram ligeiramente secas em papel absorvente, evitando
0 excesso de liquido. O objetivo destes ensaios foi analisar o tempo necessario para
que as membranas processadas sejam degradadas quando imersas em um meio

especifico e 0 quanto sdo capazes de absorver o liquido deste meio.

Tabela 3 - Composicao da saliva artificial de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2012).

Componentes da Saliva Artificial Quantidade
KCI 0,969
NaCl 0,679
MgCl,.6H,0 0,04g
CaCl,.2H,0 0,12g
KH,PO4 0,27g
CH,CO.H 8g
Solugao de sorbitol a 70% (p/p) 249
Solugao conservante de parabenos 20g
Solugéo de acido citrico (25% a 50%) gs pH6,0-7,0
Agua purificada gsp 1000mL

Figura 22 - Amostras durante o ensaio de Biodegradacéo in vitro e grau de intumescimento,
mergulhadas em saliva artificial.
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3.4.4 Estudo da liberagao controlada de farmaco

Para a analise da liberagdo da triancinolona acetonida, foram utilizadas
membranas de gelatina e gelatina-Chamomilla em associacdo ao farmaco nas
dimensdées 10x20 mm. O perfil de liberacdo foi obtido pela imersdo dessas
membranas em 15 mL de agua deionizada (pH~6,6), a temperatura ambiente
(25°C). As aquisicbes dos dados da quantidade de farmaco liberado foram
realizadas em periodos de tempo pré-determinados de 3, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120,
180, 240 e 300 minutos, retirando-se 1mL do meio de liberagdo (Figura 23) em cada
periodo de tempo. O volume retirado foi substituido por solugéo nova, a fim de evitar
restricoes da taxa de liberacdo por limitagbes de difusdo externas, e manteve-se
agitacao continua em 100 rpm durante os ensaios de liberagdo. Os resultados foram
analisados considerando a porcentagem do farmaco liberado em fun¢do do tempo e
representam as médias obtidas por trés repeticoes.

As aliquotas foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) em escala analitica da Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas
LC 10AT, injetor automatico SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A, com uma
coluna C18 de fase reversa (Kromasil, 150 x 4,6 mm; d = 5 ym; 300 A). Nesta
analise foram utilizados solventes A (agua ultrapura contendo 0,045% de TFA) e B
(acetonitrila, Mallinchrodt, contendo 0,036% de TFA), empregando-se um gradiente
de 5 a 95% de B em 30 minutos com fluxo de 1,0 mI.min'1, com deteccao em 220
nm. Antes da leitura da liberacdo dos farmacos em HPLC foi realizada a curva de

calibragéo (Figura 24), de modo a dar maior credibilidade ao ensaio.

Figura 23 - Sistema utilizado como meio de liberagao in vitro para o
estudo da liberagao controlada de farmaco.
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Figura 24 - Curva de Calibragcéo para o ensaio em HPLC.

3.4.5 Estudo da Molhabilidade

A molhabilidade é a medida da afinidade de um liquido por um sdlido,
mensurada a partir do espalhamento de uma gota na superficie do material alvo da
pesquisa (Figura 25). O liquido padrao para tal ensaio € a agua, havendo a
possibilidade de emprego de outro liquido de acordo com a necessidade do teste. A
afinidade é identificada através do formato da gota quando em contato com a
superficie, sendo o material classificado como hidrofilico quando o angulo de contato

€ inferior a 90° e hidrofébico quando excede 90° (Figura 26).

angulo de
contacto

tangente a superficie
liquida no contacto

liquido

N

Figura 25 - Equipamento Dataphysics Figura 26 - Observacao do angulo de contato
modelo OCA-20, utilizado para o ensaio formado entre um sdlido e um liquido.
de molhabilidade.
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O grau de molhamento depende da energia de superficie relativa dos sdlidos
e dos liquidos e de sua atracdo intermolecular, influenciando diretamente na
resposta biolégica de um material implantado, podendo alterar adsorgdo de
proteinas, coagulagdo sanguinea e, principalmente, afetar a adesao celular. Sélidos
com alta energia e liquidos com baixa energia favorecem o bom molhamento;
portanto, liquidos geralmente molham bem os sdlidos com alta energia. Por outro
lado, os liquidos formam gotas em soélidos com baixa energia. Analisando por outra
perspectiva, para que um liquido molhe um sdlido, eles necessitam de tensdes
superficiais similares, sendo elas baixas ou altas. O elevado angulo de contato da
agua sobre estes solidos pode ser diminuido com a adicdo de um agente umectante
na agua ou tratamentos superficiais nos sélidos, diminuindo a tensao superficial ou a
energia de superficie (Saska, 2012; Craig et al., 2002).

O angulo de contato foi medido por um equipamento Dataphysics modelo
OCA-20 equipado com uma camera CCD. O método utilizado para realizar as
medidas foi o de gotejamento utilizando agua deionizada (tensao superficial: 72.30
mN/m), em que a gota foi dispensada por uma seringa de agulha 0,5 mm de
diametro, com um volume de 17 pL, numa velocidade de gotejamento de 1 pL.s™
sobre as superficies das membranas. As imagens das gotas capturadas foram
analisadas empregando-se o software SCA20. As medidas de angulo de contato
foram realizadas para todas as amostras em quatro repeticbes (n=4) e em ambos os
lados, 30 segundos apds o gotejamento (T=30s), e a média e erro padrao destes
valores foram calculados (Tabela 4). Foi denominada de face lisa a que permaneceu
em contato com o ar durante o desenvolvimento da membrana e face riscada a que
manteve contato com o suporte de poliestireno durante esse mesmo processo,

adquirindo suas marcas.

Tabela 4 - Angulos de contato e condi¢des de molhabilidade (Padréo de avaliagdo).

e=0 molhabilidade completa
0<e<90° molhabilidade parcial
e >90° nao ha molhabilidade

Fonte: SASKA (2012).
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Figura 28 - Prova cilindrica durante o ensaio de bioadeséo.

ApOs esse tempo a prova foi removida com velocidade de 1 mm/s e dessa
forma mediu-se a forgca de destacamento entre o disco de mucina e as membranas
desenvolvidas nesta pesquisa. Utilizando igual metodologia, também foram testados
os produtos comerciais Triancinolona Acetonida EMS® e Admuc AVERT® (Figura

29), para comparacgao de resultados.

(=~ ) triancinolona—"
= acetonida e

triancinolona

acetonida

inflamagoes né

Figura 29 - Apresentagdes comerciais testadas como método comparativo pelo ensaio de
bioadesao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo Morfoldgico

Analisando primeiramente as amostras de acordo com seus aspectos
macroscopicos, percebeu-se uma coloracdo discretamente mais amarelada nas
amostras reticuladas por radiagdo ultravioleta (GUV) e genipina (GGe) quando
comparadas a membrana de gelatina sem reticulagdo (G) (Figura 30). Essa
mudancga na colocagao foi percebida de maneira muito mais intensa nas membranas
reticuladas por glutaraldeido a 0,5% (GAO05) e 2,0% (GA20), sendo essa ultima
variavel a de colocagdo mais escura (Figura 31). Além disso, foi percebida maior
rigidez nas membranas GAO5 e GA20 quando comparadas com as demais
variaveis. A membrana GGe apresentou-se discretamente mais rigida que a variavel
G, enquanto que a GUV (Figura 32) comportou-se de maneira muito similar a G

nesse aspecto, ou seja, foram as de maior flexibilidade.

Figura 30 - Membranas de gelatina sem reticulagdo (G) (a); com reticulagao por genipina
(GGe) (b) e por radiacao ultravioleta (GUV) (c).

Figura 31 - Membranas de gelatina com reticulagéo por glutaraldeido a 0,5% (GAO05) (a) e a
2,0% (GA20) (b).
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As membranas com extrato de Chamomilla apresentaram odor caracteristico,
enquanto as incorporadas com triancinolona acetonida ndo apresentam nenhum

diferencial macroscopico especifico do farmaco.

Figura 32 - Membrana de gelatina com ambos os farmacos, reticulada por radiagcao
ultravioleta.

Figura 33 - Membranas de gelatina reticuladas por genipina, onde (a) € GCGe; (b) é GGe;
(c) ¢ GTGe e (d) é GTCGe.

Através da Figura 34 pode-se analisar o aspecto superficial das membranas
de gelatina sem reticulagdo, com reticulagdo por UV, com reticulagdo por
glutaraldeido em duas concentragdes, 0,5% e 2,0% e com reticulagao por genipina a

0,0005%, através de imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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S4700-ICV 5.0kV 13.8mm x250 SE(M) 9/6/13 200um S4700-ICV 5.0kV 11.7mm x200 SE(M) 9/4/13 200um

Figura 34 - Imagens de MEV da membrana de gelatina sem reticulacdo (a), com reticulacao
por UV (b), com reticulagcéo por glutaraldeido a 0,5% (c) e a 2,0% (d) e com reticulagado por
genipina a 0,0005% (e). Aumento de 200x.

Pode-se perceber que nao houve alteracdo superficial notéria entre as
amostras. As membranas aparentam homogeneidade, com riscas presentes em
algumas superficies analisadas devido as marcas provenientes do suporte de
poliestireno no qual a solugéo de gelatina foi vertida para secagem.

Foi utilizada a genipina na concentracao de 0,0005% de acordo com os
resultados obtidos pelo estudo da biodegradacdo e intumescimento in vitro,
apresentado no item 4.3. A partir dessa concentragédo atingiu-se o tempo desejado

de permanéncia da membrana em meio aquoso antes de sua total solubilizagao.
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Através da analise da imagem do corte seccional das amostras (Figura 35)

pode-se visualizar o efeito da reticulagdo sobre sua estrutura.

[ T I |
5

S4700-HCV 5.0kV 13.8mm x1.00k SE(M) 9/6/13 50.

-

P
S4700-ICV 5.0kV 11.3mm x1.50k SE(M) 9/4/13 30.0um S4700-ICV 2.0kV 13.1mm x1.00k 50.0um

Figura 35 - Imagens de MEV do corte seccional das amostras de membranas de gelatina
sem reticulagdo (a), com reticulagcao por UV (b), com reticulagéo por glutaraldeido a 0,5% (c)
e a 2,0% (d) e com reticulagéo por genipina a 0,0005% (e). Aumento de 1000x.

Nas imagens 35b e 35e, relativas a reticulagcao por radiacéo ultravioleta e
genipina a 0,0005%, respectivamente, pode-se perceber a natureza fibrosa e a
orientagcdo preferencial das membranas de gelatina, aspectos menos percebidos
quando analisados na membrana de gelatina sem reticulacdo (35a). Na imagem
relativa a reticulacdo por glutaraldeido a 0,5% ha densificagdo da estrutura sem a

presenca de orientacao preferencial. Percebe-se menor flexibilidade estrutural da
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amostra quando comparada a anterior pela presenca de descontinuidades na
superficie obtida através do corte da amostra. O mesmo pode ser percebido em se
tratando da amostra reticulada por glutaraldeido a 2,0%, embora também possa ser
percebida a presenca de fibras em parte da superficie seccionada.

Na primeira imagem da Figura 36, relativa @ membrana de gelatina com
adicdo do extrato de Chamomilla (a), percebe-se uma superficie homogénea com
total incorporagdao do extrato. Ha a presenga de bolhas de ar que provavelmente
originaram-se no processo de agitacdo magnética durante a confecgdo das
amostras. A segunda imagem (b) refere-se a membrana de gelatina com adigédo da

triancinolona acetonida.

(L T S I B [ I
S4700-ICV 5.0kV 14.0mm x250 SE(M) 9/6/13 200um S4700-ICV 5.0kV 14.0mm x250 SE(M) 9/6/13 200um

(U
S4700-ICV 5.0kV 14.1mm %250 SE(M) 9/6/13 200um

Figura 36 - Imagens de MEV da membrana da gelatina com incorporacao do extrato de
Chamomilla (a), com incorporagao da triancinolona acetonida (b) e com incorporagéo de
ambos (c), reticuladas por UV. Aumento de 250x.

A amostra apresenta pequenos aglomerados do farmaco em seu interior,
que estdo distribuidos ao longo de toda a amostra, fato que comprova sua
insolubilidade em agua. A terceira imagem (c) refere-se a membrana de gelatina
com a adigdo de ambos os farmacos. Da mesma forma que a membrana

mencionada anteriormente, nesta também é possivel identificar os pequenos
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aglomerados da triancinolona acetonida. As riscas observadas na superficie da
amostra sdo devido ao suporte de poliestireno no qual a solugdo de gelatina foi
vertida para secagem.

A Figura 37 apresenta imagens de caracteristicas muito préximas as
descritas anteriormente (Figura 36), distinguindo delas pelo agente reticulador
utilizado, que neste caso foi a genipina a 0,0005%.

Figura 37 - Imagens de MEV da membrana da gelatina com incorporacao do extrato de
Chamomilla (a), com incorporagao da triancinolona acetonida (b) e com incorporagao de
ambos (c), reticuladas por genipina. Aumento de 500x.

Na primeira imagem (37a) percebe-se uma superficie homogénea com total
incorporagao do extrato, embora haja a presenca de falhas em sua superficie,
provenientes provavelmente do processo de obtencdo das amostras. Na segunda
(37b) e terceira (37c) imagens, relativas a membrana de gelatina com incorporagao
da triancinolona acetonida e com incorporacdo de ambos o0s compostos,
respectivamente, pode-se perceber discretos aglomerados do farmaco, distribuidos

ao longo da superficie das membranas.
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A Figura 38 retrata a triancinolona acetonida pura e micronizada. O processo
de micronizagdo consiste em uma moagem ultra-fina de produtos através de
moinhos com ar comprimido (air jet mills). A moagem acontece devido ao choque
entre as particulas do proprio produto que, recebendo a energia do ar comprimido,
ganha velocidade de até 500m/seg. Com o choque as particulas vao diminuindo de

tamanho, até atingir a qualidade desejada.

L
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S4700-CV 5.0kV 12.0mm x2.00k SE(M) 9/6/13 20.0um S4700-CV 5.0kV 12.1mm x50.0k SE(M) 9/6/13 1.00um

Figura 38 - Imagens de MEV da triancinolona acetonida micronizada com aumentos de
2000x (a esquerda) e 50000x (a direita).

Na industria farmacéutica usa-se a micronizagao de substancias para obter
produtos com area especifica superior, de forma a acelerar a absor¢cdo do farmaco
pelo organismo (Santos, 2011; Chau et al., 2007). Percebe-se nas imagens acima
que as particulas da triancinolona acetonida apresentam-se de varios tamanhos,
variando desde valores inferiores a 0,1um até superiores a 0,5 um.

A Microscopia de Forga Atbmica tem por objetivo revelar detalhes da
morfologia superficial de um determinado material. E uma das ferramentas mais
importantes para a imagiologia, mensuracdo e manipulagdo da matéria em
nanoescala (Ramzan et al., 2015).

Os picos e depressdes observados em varias posicoes sobre a superficie
das membranas sao da ordem de 0 - 2,3 nm de altura (Figura 39), 4 - 13 nm (Figura
40), 0 - 3 nm (Figura 41) e 0 - 4 nm (Figura 42).
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Figura 40 - Imagem bidimensional da membrana de gelatina com extrato de Chamomilla e
perfil extraido do micrograma.
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Figura 41 - Imagem bidimensional da membrana de gelatina com triancinolona acetonida e
perfil extraido do micrograma.
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Figura 42 - Imagem bidimensional da membrana de gelatina com triancinolona acetonida e
extrato de Chamomilla e perfil extraido do micrograma.

A membrana de gelatina, por apresentar picos de maior distanciamento uns
dos outros, comparativamente aos microgramas das demais variaveis, aparenta
menos uniformidade superficial, com mais areas de depressdo. Comportamento
diferente € observado no micrograma da membrana de gelatina com a incorporagéo
do extrato de Chamomilla. Apesar de possuir picos e vales de valores mais
significativos, eles se apresentam mais préximos entre si e aparentam maior
homogeneidade superficial.

A membrana de gelatina com Triancinolona Acetonida em sua composi¢ao
apresenta comportamento parecido ao ultimo citado, porém em menor intensidade,
havendo um distanciamento um pouco maior entre os vales e picos existentes.

De todas as variaveis com farmacos, a que aparenta menor homogeneidade
superficial € a que possui os dois compostos incorporados na mesma membrana,
embora essa caracteristica seja de menor intensidade que a apresentada pela
membrana de gelatina sem farmacos.

Observou-se certa semelhanca nas diferencas verticais das amostras,
exceto no micrograma da membrana de gelatina com extrato de Chamomilla. Os
picos sao dominantes nas superficies de todas as amostras. Quanto mais préximos
s&o os picos, maior a impressao de lisura superficial (Valera et al., 2000). E por este
aspecto que a membrana que aparenta superficie mais plana € a com incorporacao

do extrato de Chamomilla (Figura 40).
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4.2 Estudo composicional

O espectro de Infravermelho da gelatina (Figura 43) apresenta as bandas de
absorgao tipicas da vibragao de estiramento da ligagdo -NH e -OH em 3293 cm™. A
banda em 3071 cm™ é caracteristica da ligagdo -CH. As bandas em 2920 cm
(menor intensidade) e 2867 cm™ (maior intensidade) s&o atribuidas as vibragdes de
estiramento do grupo —CH, (assimétrico) e —CH3; (simétrico), respectivamente. As
bandas em 1633, 1544 e 1447 cm™ s&o caracteristicas da amida | (-C=0), amida Il (-
NH) e amida lll (-CN e -NH) similares ao espectro do colageno (Ficai et al., 2010). A
regido em 1334 cm™ apresenta uma banda caracteristica ao grupo COO- de
aminoacidos da estrutura da gelatina. A banda de absorgdo na regido de 1038 cm™
corresponde a vibragdes de estiramento de das ligagdes glicosidicas (C-O-C) (Fook,
2012).

Membrana de Gelatina
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Figura 43 - Espectro vibracional da membrana de gelatina sem reticulagao.

Analisando-se os espectros de infravermelho da gelatina sem reticulagao e
com reticulacdo através dos trés agentes utilizados nesta pesquisa (Figura 44),
pode-se observar uma diminui¢do da intensidade de absor¢cédo das bandas na regiao
entre 3000-3700 cm-1 (O-H; N-H), dos picos correspondentes a amida Il (1546 cm-1)

da gelatina quando se utilizou a genipina como reticulante.
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Figura 44 - Espectro vibracional das membranas obtidas com e sem reticulacéo, onde G =
membrana de gelatina sem reticulacdo; GGe = membrana de gelatina reticulada por
genipina; GA = membrana de gelatina reticulada por glutaraldeido a 0,5%; GUV =
membrana de gelatina reticulada por radiacéo ultravioleta.
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Figura 45 - Espectro vibracional das membranas de gelatina com e sem os farmacos,
reticuladas por UV: Membrana de gelatina (GUV), membrana de gelatina com triancinolona
acetonida (GTUV), membrana de gelatina com extrato de Chamomilla (GCUV) e membrana
de gelatina com ambos os farmacos (GTCUV).

A Figura 45 exibe o espectro de infravermelho das membranas de gelatina
acrescidas dos farmacos. O pico de menor intensidade € o da amostra GTCUV,
enquanto o de maior intensidade € o GUV. Este fato pode estar relacionado a

ligacdo dos farmacos a cadeia da gelatina através dos grupos (—OH, —C=0, —NH>).
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Esse fato apresenta repercussdo no ensaio de bioadesao que sera apresentado no
item 4.6. Os grupos (—OH, —C=0, —NH;) s&o responsaveis pela formagdo das
ligagbes mucoadesivas entre a membrana e o disco de mucina, de modo que,
quanto maior a quantidade de farmaco incorporada no sistema, menor € o valor da
adesao.

Quando o agente reticulador € a genipina, pode-se intuir que a adigado da
Chamomilla e da triancinolona acetonida nas membranas reticuladas por esse
agente quimico nao provocou alteragdes significativas no espectro das membranas,
que se apresentaram com comportamento similar entre si (Figura 46). Este aspecto,
ja relatado nas membranas reticuladas por radiagdo ultravioleta, pode estar

relacionado a pequena quantidade destes compostos nas membranas.
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Figura 46 - Espectro vibracional das membranas de gelatina com e sem os farmacos,
reticuladas por genipina: membrana de gelatina (GGe), membrana de gelatina com
triancinolona acetonida (GTGe), membrana de gelatina com extrato de Chamomilla (GCGe)
e membrana de gelatina com ambos os farmacos (GTCGe).

A reticulagao por glutaraldeido é caracterizada pela presenga de ligagdes do
tipo imina (C=N) formadas a partir da reagao dos grupos —OH e —NH2 da gelatina
com os grupos —C=0 do glutaraldeido (Martinez et al., 2007).

E provavel que a banda na ligagdo imina (C=N), formada a partir da
reticulagdo com glutaraldeido, sobreponha-se ao grupo C=0 da amida |, uma vez
que ambos absorvem na mesma regido do espectro infravermelho. Pode-se

observar um aumento da intensidade de absorgao das bandas na regiao entre 3000-
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3700 cm-1 (O-H; N-H), dos picos correspondentes a amida Il (1546 cm-1) da
gelatina quando o agente reticulante utilizado é o glutaraldeido. No espectro relativo
a membrana reticulada por glutaraldeido a 2,0% (Figura 47) a intensidade do pico &
ainda maior, o que nos permite compreender que houve maior eficiéncia na

estabilizacdo da gelatina.
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Figura 47 - Espectro vibracional das membranas de gelatina reticuladas por glutaraldeido:
membrana de gelatina reticulada com glutaraldeido a 0,5% (GA05) e membrana de gelatina
reticulada com glutaraldeido a 2,0% (GAZ20).

4.3 Estudo da Biodegradacéao e Intumescimento in vitro

As propriedades hidrofilicas das membranas obtidas foram estudadas por
medidas de taxa de intumescimento em funcdo do tempo. O intumescimento é
descrito como o aumento no volume do polimero quando este esta imerso em um
determinado solvente, ou também pode ser determinado a partir da quantidade de
massa de fluido absorvida pelo polimero em relagdo a sua massa inicial (Campos et
al., 2005; Neto, 2005; Ratner, 1996; Zhang, 2007).

A Figura 48 apresenta o grafico da taxa de intumescimento da membrana de
gelatina sem reticulacdo, onde foi possivel observar que a membrana apresentou
alta capacidade de absor¢cdo nos primeiros 5 minutos e apds esse periodo ela se

degradou, havendo perda total da massa apds 15 minutos em saliva artificial. Esse
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resultado confirma o alto grau de hidrofilicidade da gelatina e que esta se dissolve
em meio aquoso (Wolf, 2007).
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Figura 48 - Grau de Intumescimento para a membrana de gelatina sem reticulagao.

Na tentativa de estender o tempo de biodegradagdo das membranas de
gelatina, alguns agentes reticulantes foram utilizados. A radiagao ultravioleta obteve
pouco éxito, aumentando o tempo de perda da massa total em até 10 minutos
(Figura 49). A membrana de gelatina sem farmacos e reticulada por UV foi a que
apresentou maior capacidade de absorcdo. Em 5 minutos de imersdo em saliva
artificial ela absorveu 6 vezes o valor de seu peso. Foi também a variavel que
apresentou mais rapida biodegradacgao, perdendo toda sua massa apos 20 minutos
em solugdo. As demais variaveis com farmacos em sua composi¢ao permaneceram
em saliva artificial por 25 minutos, absorvendo até 4,5 vezes seu peso, como pode
ser verificado no grafico relativo a membrana de gelatina com incorporacao
triancinolona acetonida. A membrana de gelatina com os dois farmacos em sua
composicao foi a variavel que menos intumesceu, aumentando apenas 27,48% de

seu peso inicial.
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Figura 49 - Grau de Intumescimento das diferentes membranas de gelatina reticuladas com
UV: membrana de gelatina (GUV), membrana de gelatina com triancinolona acetonida
(GTUV), membrana de gelatina com extrato de Chamomilla (GCUV) e membrana de
gelatina com ambos os farmacos (GTCUV).

O segundo agente reticulante utilizado foi a genipina. Manteve-se a
concentracdo da solucao a 0,1% e variou-se o tempo de exposicdo em 20 horas, 6
horas, 3 horas, 10 minutos e 1 minuto. Observou-se um consideravel aumento no
tempo total de biodegradagao, que passou a ser de 120 horas para as amostras com
tempo de exposigdo de 20 horas a solugdo de genipina e de 24 horas para as
amostras expostas somente durante 1 minuto a mesma solugéo (Figura 50).

O tempo de durabilidade das membranas reticuladas por UV foi de 5
minutos, como exposto na Figura 49, havendo biodegradagdo apos esse periodo.
Na reticulagcéo por genipina, as amostras apresentaram estabilidade de até 24 horas,
fato observado no gréfico relativo a membrana submetida a solugao reticuladora por
3 horas (Figura 50).
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Figura 50 — Intumescimento das membranas de gelatina reticuladas por genipina com uma

concentracdo de genipina a 0,1% e tempo de exposigdo ao agente reticulante de 20, 6, 3
horas, 10 e 1 minuto.

Embora a genipina tenha atingido o objetivo de sua utilizagdo nesta
pesquisa, o foco deste trabalho € a aplicagdo da membrana em mucosa oral por um
tempo pré-determinado de no maximo 6 horas, que compreende o periodo entre as
refeicbes. Apos alimentar-se, o paciente realizara a higiene bucal e nova membrana
sera colocada no local da lesao.

Na tentativa de ajuste da biodegradacdo destas membranas para um
periodo menor de tempo, novos experimentos foram realizados. O tempo de
exposi¢cao das membranas a solugdo de genipina foi fixado em 1 minuto e variou-se

a concentragao da solugédo em 0,1%, 0,001% e 0,0005%, conforme Figura 51.
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Figura 51 - Intumescimento das membranas de gelatina reticuladas por genipina em
solucdes de concentragéo a 0,1%, 0,001% e 0,0005% e tempo de exposi¢cao de 1 minuto.

Observa-se que a redugao da concentragao da solugao de genipina de 0,1%
para 0,01% nao provocou alteragdes significativas no tempo de estabilidade das
membranas e no tempo total para sua completa biodegradagdo. A membrana
reticulada em solugdo com concentragao de genipina a 0,0005% apresentou menor
estabilidade, cerca de 2 horas, e a perda total de massa ocorreu apés 6 horas do
inicio do ensaio.

Diante disso, as membranas reticuladas por genipina apresentaram o grau
de intumescimento e o perfil de biodegradacéao in vitro mais satisfatérios para o uso
pretendido do que quando reticuladas por radiacdo Ultravioleta. Através da solucao
com concentragdo de genipina a 0,0005% e tempo de exposicdo de 1 minuto
atingiu-se o periodo desejado de permanéncia da membrana em saliva artificial
antes de sua completa biodegradacdo. Os ensaios seguintes tomaram por

parametro a selegcao de amostras deste ensaio.

4.4 Estudo da Liberacao controlada do farmaco

Através da anadlise do ensaio de liberagdo controlada (Figura 52) pode-se
mimetizar o comportamento do farmaco em questdo quando em meio bioldgico,
favorecendo ajustes funcionais para que sua atuacdo seja a adequada para a

utilizagdo que se pretende. Foram analisados dois tipos de membranas: gelatina
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com incorporagédo de triancinolona acetonida (GTGe) e gelatina com incorporagao
de triancinolona acetonida e Chamomilla (GTCGe), ambas reticuladas por genipina a
0,0005%.
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Figura 52 - Gréfico da liberagdo acumulada das membranas de gelatina com triancinolona

acetonida (GTGe) e gelatina com triancinolona acetonida e extrato de Chamomilla (GTCGe),
ambas reticuladas por genipina a 0,0005%.

Para ambas as membranas foi observado o efeito burst (Kleinubing, 2013;
Lins, 2012; Lopes et al., 2005; Pereira et al., 2005; Silva et al., 2003) , que consiste
na liberacao inicial mais acelerada do farmaco, devido a sua existéncia em certa
quantidade na superficie das amostras. Essa liberacdo esta associada a sua nao-
remogao por lavagem e pode ser percebida nos 15 minutos iniciais, apresentando
comportamento mais intenso na membrana GTGe. Decorridos 30 minutos do inicio
do ensaio, o perfil de liberacdo € modificado, passando a haver uma difusdo mais
lenta do farmaco em ambas as variaveis, fato que esta associado ao intumescimento
da membrana, afrouxamento da rede polimérica e liberagdo gradual do farmaco
incorporado nela.

No grafico representativo da membrana GTCGe pode-se perceber que o

maximo de liberagdo ocorreu em 120 minutos, contrastando com a membrana
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GTGe, que teve seu pico em 15 minutos. A presenga da Chamomilla na composi¢cao
GTCGe gerou influéncias além do auxilio terapéutico esperado, alterando o perfil de
liberacdo e promovendo uma difusdo mais lenta da triancinolona acetonida, de
maneira a proporcionar um tempo de maxima liberagéo tedrica maior.

Pelos dados gerados durante os experimentos pode-se inferir que a
liberagdo da triancinolona acetonida ocorre pelo intumescimento da membrana
(difusdo com o meio aquoso) e posterior degradagéo.

Ao final das 5 horas de ensaio de liberagdo detectou-se quantidades
similares de triancinolona acetonida dissolvida em meio aquoso para ambas as
composi¢des: em torno de 26% da quantidade tedrica incorporada, sendo o desvio

padréo de 3%.

4.5 Estudo da Molhabilidade

A Figura 53 ilustra o ensaio de molhabilidade das diferentes composicoes de
membrana de gelatina. Os valores dos angulos de contato podem ser observados na
Tabela 5, onde é considerada face lisa a que permaneceu em contato com o ar
durante o processo de secagem das amostras e face riscada a que permaneceu em
contato com o suporte de poliestireno durante o0 mesmo processo, adquirindo suas

ranhuras.

Tabela 5 - Angulo de contato obtido durante o ensaio de molhabilidade + desvio padrao.

Amostra/Superficie Face Lisa Face Riscada
GTGe 83.1°+7.6 92.0°+ 6.2
GCGe 73.6° 4.1 69.8°+0.8
GTCGe 68.5°+ 4.4 70.3°+£1.7

A membrana de gelatina com incorporagao de triancinolona acetonida (GTGe)
foi a variavel com maiores valores de angulo de contato, cuja face lisa apresentou

83.1° £ 7.6 e face riscada 92.0° £ 6.2, sendo considerada de molhabilidade parcial.
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As membranas com incorporagdo do extrato de Chamomilla (GCGe) e com
incorporagdo de ambos os compostos (GTCGe) apresentaram valores muito
proximos entre si na face riscada (69.8 ° £ 0.8 e 70.3° = 1.7, respectivamente),
porém referindo-se a face lisa, a membrana GTCGe possui maior espalhamento da
gota (68.5° + 4.4) que a membrana GCGe (73.6° £ 4.1).

Diante dos resultados, a membrana que possui comportamento mais
hidrofilico € a GTCGe. Esse fato se justifica pela presenca de banda em 1633 cm™
caracteristica do grupo carboxilico no espectro da gelatina. Esse grupo quimico
apresenta afinidade por agua e seu pico mais elevado no espectro representa sua
maior disponibilidade na membrana GTCGe. Porém todas as membranas

apresentam-se adequadas ao uso pretendido, solubilizando apdés 6 horas em meio
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Figura 53 - Angulo de contato entre uma gota de agua e as diferentes membranas: (a)
GTGe - face lisa; (b) GTGe - face riscada; (c) GCGe - face lisa; (d) GCGe - face riscada; (e)
GTCGe - face lisa; (f) GTCGe - face riscada.

aquoso.

Segundo LIMA (2011) e FOOK (2005), o angulo de contato entre a gota de
um liquido e uma superficie solida vai depender da relagao entre as forgas adesivas,

que fariam a gota espalhar-se sobre a superficie e as forgas coesivas do liquido que
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contraem a gota na forma de uma esfera com superficie de contato minima, sendo

um parametro util para prever a interacdo de um biomaterial com o meio biolégico.

4.6 Estudo da Bioadesao

As membranas desenvolvidas nesta pesquisa apresentam em sua estrutura
quimica requisitos para que ocorra uma interacao bioadesiva com a membrana
modelo, como quantidade suficiente de grupos quimicos capazes de formar ligagoes
de hidrogénio (-OH, —C=0, —NH;) com o substrato bioldgico. Desta forma, com o
intuito de avaliar a capacidade mucoadesiva entre as membranas desenvolvidas
durante esta pesquisa e a membrana modelo de mucina, a forca de adesao foi
avaliada. A tabela 6 apresenta os valores de forca de adesao (N) para as
membranas com incorporagao de Triancinolona Acetonida, extrato de Chamomilla e
com associacdo de ambos os farmacos em sua composi¢céo, sendo os ensaios feitos

em quintuplicata.

Tabela 6. Valores de forga de adesao para as membranas de gelatina com os farmacos em
sua composicio. Resultados expressos como a média  desvio padréo.

MATERIAL FORCA DE
ADESAO (N)

GTGe 0.750 = 0.048

GCGe 0.603 = 0.058

GTCGe 0.544 £ 0.031
Triancinolona Acetonida EMS® 0.178 £0.010
Admuc AVERT" 0.126 £ 0.007

A partir dos dados obtidos pelo ensaio de bioadesao, podemos perceber que,
comparativamente, a membrana de gelatina com incorporacdo de triancinolona
acetonida é a que apresenta maior forca de adesdo, enquanto a membrana com
Triancinolona Acetonida e extrato de Chamomilla na composicao € a que apresenta
0s menores valores entre as membranas produzidas nesta pesquisa. A diminuicao

no valor da forca de adesao deve-se, possivelmente, ao fato de os farmacos
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ligarem-se aos grupamentos existentes na cadeia do biomaterial (~OH, —-C=0, —NH,)
que sao responsaveis pela formagao das ligagées mucoadesivas entre o sistema e o
disco de mucina; sendo que, quanto maior a quantidade de farmaco incorporada no
sistema, menor é o valor da ades&o.

Foram analisadas também a Triancinolona Acetonida em orabase da EMS® e
a pomada a base de extrato de Chamomilla da AVERT®, comercialmente
disponiveis. Os resultados mostram que as formulagdes ja comercializadas possuem
forgca de adesdo muito abaixo quando comparadas as membranas produzidas nesta
pesquisa, embora a apresentacdo comercial da triancinolona acetonida em orabase
tenha o apelo comercial de possuir satisfatoria mucoadesdo. Sendo assim, os
resultados nos permitem inferir que os biomateriais desenvolvidos nesta pesquisa
possuem mucoadesao muito mais apropriada para o uso pretendido, reforcando sua

proposi¢ao para aplicacado como sistemas mucoadesivos.
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5 CONCLUSOES

v" As condigbes de processamento para obtengdo das membranas de gelatina e
a metodologia utilizada para o desenvolvimento do extrato de Chamomilla
foram eficazes no desenvolvimento das membranas desta pesquisa;

v' Através do MEV pode-se analisar o aspecto de maior densificagdo estrutural
e aparente menor flexibilidade nas amostras reticuladas por glutaraldeido,
enquanto nas amostras reticuladas por UV e genipina pode-se perceber a
natureza fibrosa e a orientagdo preferencial das membranas de gelatina.
Quanto as amostras com incorporagcdo de farmacos, nas membranas de
gelatina com extrato de Chamomilla percebe-se uma superficie homogénea
com total incorporagdo do extrato, enquanto nas membranas com
Triancinolona Acetonida pode-se perceber pequenos aglomerados do
farmaco, que estao distribuidos ao longo de toda a amostra, fato que confirma
sua insolubilidade em meio aquoso;

v Os perfis de micrograma apresentaram-se similares quando comparadas
através da técnica de AFM, exceto para o caso da membrana com
incorporagdo do extrato de Chamomilla, que apresentou maior
homogeneidade superficial,

v" As membranas reticuladas por genipina apresentaram o grau de
intumescimento e o perfil de biodegradacéao in vitro mais satisfatérios para o
uso pretendido do que quando reticuladas por radiagao ultravioleta. Através
da solugdo com concentragao de genipina a 0,0005% e tempo de exposigao
de 1 minuto atingiu-se o periodo desejado de permanéncia da membrana em
saliva artificial antes de sua completa biodegradacao;

v As membranas mostraram-se homogéneas em seu comportamento de
liberacdo e com baixo desvio padrdo, fato que ressalta a metodologia
coerente utilizada para a pesquisa;

v A presenga da Chamomilla na membrana de gelatina incorporada com
triancinolona acetonida auxiliou ndo s6 na terapéutica como na modificacido
do perfil de liberagdo do farmaco, promovendo uma liberacdo mais lenta;

v" A incorporagdo do extrato de Chamomilla aumentou a hidrofilicidade das

membranas;
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v' As membranas produzidas nesta pesquisa apresentaram maior mucoadesao
quando comparadas as formas farmacéuticas disponiveis comercialmente
com esses principios ativos e para uso oral, sendo mais apropriada para o
uso pretendido, reforcando sua proposicédo para aplicagdo como sistemas
mucoadesivos;

v" Dentre as varidveis produzidas, a membrana de gelatina com a incorporagao
de triancinolona acetonida e extrato de Chamomilla mostrou ser a de
comportamento mais promissor para a utilizagdo como sistema de liberagao

controlada de farmacos.
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SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS:

Avaliar o comportamento das membranas através de ensaios in vivo;
Analisar a efetividade da reticulacédo pelo Método da Ninidrina;

Investigar o comportamento do extrato de Chamomilla através de ensaios

microbioldgicos
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