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RESUMO

A prevencdo do parto prematuro nas mulheres tem sido alvo de estudos intensos
devido as importantes repercussdes para o feto e também para a mae. O parto
prematuro € responsavel por cerca de 50% da mortalidade perinatal mundial. Entre
as alternativas de prevencao de parto prematuro temos a administragdo de
progesterona, cerclagem cervical e uso do pessario vaginal. Este ultimo, entretanto,
tem provocado efeitos colaterais, que podem ser minimizados por meio da
modificagdo de superficie do mesmo, a exemplo do uso da quitosana, melhorando o
contato entre este biomaterial e a mucosa vaginal. A quitosana € um biopolimero
que apresenta caracteristicas de adesividade, hidrofilicidade e de intumescimento,
que sao propriedades desejaveis para melhorar o desempenho do pessario. Nesse
contexto, o objetivo desse trabalho baseia-se em realizar a modificagdo de superficie
do pessario com quitosana e comparar as suas caracteristicas morfologicas, fisicas
e quimicas. Para a modificagdo de superficie do pessario foi empregada a técnica de
dip-coating com a deposi¢cado da quitosana. As técnicas de caracterizagao utilizadas
foram: Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) / Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS),
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Grau de Intumescimento e Molhabilidade por Medidas do Angulo de Contato. Foi
possivel verificar pelo ensaio de FTIR que a matriz polimérica utilizada na obtencao
do pessario se trata do silicone PMDS (polidimetilsiloxano) e que a quitosana
estudada nessa pesquisa apresentou todos os grupos funcionais caracteristicos. Os
ensaios de DRX, MEV e EDS indicaram a presenga de uma carga inorganica
distribuida no material. Os resultados de Molhabilidade por angulo de contato
sugeriram que o material apresenta um perfil hidrofilico. Desta forma conclui-se que
0 pessario comercial, objeto desse estudo, ndo se trata apenas de um material
polimérico como indicado pelo fabricante, mas de um composto que tem como
matriz o PDMS aditivado com um possivel lubrificante e/ou carga mineral, e que a
partir das condicdes de processamento propostas a modificacdo da superficie do
pessario foi efetiva indicando sua potencialidade na resolucdo dos desafios
propostos.

Palavras-chave: Pessario. Biomateriais. Quitosana. Modificacdo de
Superficie.



ABSTRACT

The prevention of preterm birth in women has been the subject of intense studies due
to the important repercussions for the fetus and also for the mother. Preterm birth is
responsible for about 50% of worldwide perinatal mortality. Among the alternatives of
prevention of preterm birth we have the administration of progesterone, cervical
cerclage and vaginal pessary use. The latter, however, has caused side effects,
which can be minimized by surface modification of the same, as the use of chitosan,
improving the contact between this biomaterial and the vaginal mucosa. Chitosan is a
biopolymer which exhibits characteristics of tackiness, hydrophilicity and swelling,
which are desirable properties to improve the performance of the pessary. In this
context, the objective of this work is to perform the surface modification of the
pessary with chitosan and to compare its morphological, physical and chemical
characteristics. For the surface modification of the pessary was used the technique of
dip-coating with the deposition of chitosan. The characterization techniques used
were: X-ray diffraction (XRD), Optical Microscopy (OM), Scanning Electron
Microscopy (SEM) / X-ray Dispersive Energy (EDS) spectroscopy, Fourier transform
infrared spectroscopy FTIR), Degree of Swelling and Wettability by Contact Angle
Measurements. It was possible to verify by the FTIR assay that the polymer matrix
used to obtain the pessary is the PMDS (polydimethylsiloxane) silicon and that the
chitosan studied in this research presented all the characteristic functional groups.
The XRD, SEM and EDS tests indicated the presence of a distributed inorganic filler
in the material. The results of Wettability by contact angle suggested that the material
presents a hydrophilic profile. In this way, it is concluded that the commercial
pessary, object of this study, is not only a polymeric material as indicated by the
manufacturer, but a compound that has the PDMS as a matrix added with a possible
lubricant and / or mineral filler, and which from the proposed processing conditions
the modification of the surface of the pessary was effective indicating its potentiality in
solving the proposed challenges.

Keywords:. Pessary. Biomaterials. Chitosan. Surface Modification.
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1 INTRODUGAO

Parto prematuro € definido como o nascimento antes de 37 semanas
completas de gestacdo, e € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade perinatal. Devido a isto, sua prevengdo € um dos alvos mais
importantes na obstetricia atual. Ele contribui para mais de 50% da mortalidade
perinatal global e ocorre em cerca de 5 a 13% das gestacgbes, porém essas taxas
nao se modificaram muito nos ultimos 10 anos (Liem et al., 2013; Abdel-aleem;
Shaaban; Abdel-aleem, 2013; Goya et al., 2012).

A ideia de prevencao de parto prematuro, data do final do século XIX,
quando, na Europa, ja se observava que operarias submetidas a longas jornadas
de trabalho apresentavam maior risco de prematuridade, indicando a participacéo
de fatores de riscos sociais. Mesmo com a evolugdo tecnoldgica e cientifica das
ultimas décadas, a prematuridade ainda constitui um grande desafio na medicina
(Bittar, Francisco e Zugaib, 2013).

A colocacédo do pessario vaginal, como também o uso de progesterona e
cerclagem tem sido muito utilizado como intervengdes para prevengao do parto
prematuro em mulheres com fatores de risco ou colo uterino curto (Cubal e
Pereira, 2014).

O pessario vaginal € um dispositivo de silicone que € introduzido no fundo
de saco vaginal, ao redor do colo do utero. Tem a vantagem de ser um método
nao invasivo, de facil aplicagdo e extragdo, realizado ambulatorialmente, nao
dependente de anestesia e ndo operado dependente. Como efeito colateral, foi
evidenciado maior quantidade de corrimento vaginal e, umas das causas da
retirada precoce do pessario é o desconforto grave referido por algumas gestantes
(Yuce et al., 2016; Parrado et al., 2013; Cubal e Pereira, 2014; Falcao et al., 2016).

Os efeitos colaterais provocados pelo uso do pessario, possivelmente
podem ser diminuidos por meio da modificagdo de superficie do mesmo,
melhorando o contato entre o biomaterial e a mucosa vaginal.

A quitosana é um biopolimero biodegradavel que apresenta caracteristicas
de adesividade, hidrofilicidade e de intumescimento e possivelmente pode ser um

material de escolha para modificagéo de superficie do pessario.
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Desta forma o objetivo do trabalho é realizar a modificagcao de superficie do
pessario com quitosana e comparar as suas caracteristicas morfoldgicas, fisicas e

quimicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parto Prematuro

O parto prematuro é definido como a ocorréncia do nascimento antes de 37
semanas completas de gestacio, e apresenta incidéncia variavel de acordo com
as caracteristicas populacionais. A prematuridade é a principal causa de
mortalidade e morbidade perinatal, e devido a isto, sua prevengdo tem grande
importancia na saude publica (Hamilton, Martin e Ventura, 2007; Hassan et al.,
2011).

O diagnéstico de trabalho de parto prematuro € dificil, e devido a isso, os
critérios para seu diagndstico variam na literatura. O Colégio Americano de
Ginecologia e Obstetricia enfatiza a importancia da permanéncia das contragdes
uterinas, de pelo menos quatro contragées em 20 minutos ou oito contragcdes em
60 minutos, dilatagcédo cervical de pelo menos 1 cm e presenga de apagamento do
colo uterino (Bittar; Zugaib, 2009).

Apesar da definigao pré-termo incluir os nascimentos antes das 37 semanas
de gestacao, os resultados adversos associados sdo maiores quanto mais cedo
ocorrer o parto. A identificacdo precoce das mulheres de risco permite o uso de
medidas de prevengdo para adiar a ocorréncia do parto (Cubal; Pereira, 2014).

No mundo, nascem anualmente, 15 milhdes de criangas prematuras e
1milhdo morre devido a esta causa. A prematuridade é responsavel por mais da
metade das mortes neonatais, € se torna a principal causa de morte nesta
faixa etaria. Desta forma, o nascimento demanda cuidados médicos intensivos
para recém-nascidos, estando também associado ao maior risco de morbidade,
invalidez e disturbios do desenvolvimento na vida da crianga (Liem et al., 2014).

Embora o0s avangos nos cuidados neonatais tenham melhorado
drasticamente a sobrevida dos prematuros extremos, ainda permanece um risco
significativo de disturbios no neuro desenvolvimento e deficiéncia fisica em
sobreviventes (Cannie et al., 2013).

A prematuridade espontadnea, cuja etiologia pode ser multifatorial ou
desconhecida, € responsavel por cerca de 75% dos casos, e a prematuridade
eletiva, na qual a gestacao é interrompida devido a complicagbes materno-fetais,

corresponde a 25% dos casos. Existem varios fatores de risco associados a
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prematuridade espontanea, e dentre estes temos o baixo nivel socioeconémico,
extremos etarios, antecedente de parto prematuro espontaneo, disturbios
emocionais maternos, tabagismo, sangramento vaginal persistente de segundo
trimestre, gestacdo gemelar, colo uterino curto, infec¢cdo genital e urinaria, dentre
outros (Yoshizaki et al., 2012; Paganoti et al., 2012).

Os mecanismos do trabalho de parto prematuro incluem hemorragia da
decidua, insuficiéncia cervical devido a intervengdes cirurgicas no colo, anomalias
congénitas do utero, utero miomatoso, inflamagéo cervical, inflamagao sistémica
da mae, alteragdes hormonal devido ao estresse materno ou fetal, e insuficiéncia
utero-placentaria. Qualquer uma destas causas pode levar ao inicio da
contratilidade uterina ou rotura de membranas. Porém, apesar do conhecimento
destes fatores, na grande maioria dos casos nao € possivel a identificagéo a priori,
do fator etiolégico (Cubal e Pereira, 2014).

Dados de uma pesquisa da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
mostraram que, nas duas ultimas décadas, ocorreu, na maioria dos paises, um

aumento nas taxas de prematuridade, e isto pode ser explicado por trés motivos. O
primeiro é devido ao aumento das gestagdes multiplas decorrentes do tratamento
de infertilidade, associadas a gestacao em idade avangada. O segundo decorre da
interrupcao eletiva da gestacao, e por fim, as possiveis medidas de prevengado nao
contribuirem para redugdo da prematuridade. Varias abordagens preventivas ja
foram sugeridas, porém a auséncia de bons resultados decorre de multiplos fatores
de risco envolvidos, muitos ndo modificaveis e até desconhecidos (Bittar, Francisco
e Zugaib, 2013).

2.1.1 Prevencgao do Parto Prematuro

Mesmo com os avangos nas ultimas décadas no conhecimento dos fatores
de risco e mecanismos relacionados ao trabalho de parto prematuro, os esforgos
para diminuir a prematuridade tém feito progressos limitados. Isto ocorre
principalmente devido a falta de um teste de rastreio significativamente efetivo para
identificar as mulheres de alto risco e a auséncia de uma intervencao subsequente
eficaz para prevencgéo do parto prematuro (Cannie et al., 2013).

A identificagdo de gestantes de alto risco para parto prematuro ndo deve se

basear apenas na historia de parto prematuro anterior, pois corresponde a apenas
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10% dos casos. Cerca de 40% irao acontecer em mulheres com colo uterino curto
(Cannie et al., 2013; Falcao et al., 2016).

Um colo curto, evidenciado pela ultrassonografia, € um importante preditor
de parto prematuro, porém, sua implementacdo num programa de rastreio para
todas as mulheres gestantes, exige a possibilidade de uma intervengao clinica
capaz de reduzir o parto prematuro e melhorar os resultados neonatais (Hassan et
al., 2011).

A ultrassonografia transvaginal para avaliagdo do colo do utero pode ser
considerado como o melhor exame de imagem para a detecgdo ou exclusdo de
pacientes com risco de parto prematuro. Em comparacdo com o exame digital, a
ultrassonografia transvaginal permite ao examinador detectar que a dilatagao do
orificio cervical interno € combinada com um encurtamento do comprimento do

canal endocervical, conforme a Figura 1 (Arabin et al., 2003).

QOrificio externo Orificio interno
funcional

Figura 1 - Imagem esquematica da mensuracdo do colo uterino utilizando a ultrassonografia
transvaginal. (Arabin et al. 2003).

A ultrassonografia transvaginal para avaliagdo do comprimento do colo
uterino € um método simples e acessivel que pode ser usado para determinar o
risco de parto prematuro. O risco aumenta com a diminuigdo do comprimento
cervical e também € maior quanto mais cedo se detecta essa diminuigdo na
gestacdo. Apesar de existirem algumas variagbes na definicdo de colo curto, o
valor de 25 mm € o mais aceito como ponto de corte. A medicdo deve ser
realizada por via transvaginal e a paciente deve estar com a bexiga vazia e em

posicado de litotomia dorsal. A sonda vaginal € introduzida no fundo de saco
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anterior da vagina e a medicdo do comprimento cervical pode ser feita em linha
reta, indo do orificio cervical externo até o orificio cervical interno. Devem ser
realizadas pelo menos 3 medicdes, durante um tempo de 3 minutos, para permitir
avaliar possiveis alteragcdes dinamicas decorrentes das contragcdes uterinas, e a
menor medida obtida deve ser a considerada. Além da biometria, a morfologia
cervical também pode ser avaliada. O apagamento cervical tem inicio com a
dilatacdo do orificio cervical interno, e esta dilatagcdo progressiva é conhecida
como afunilamento cervical (Cubal e Pereira, 2014).

O uso de tocoliticos para inibicdo das contragdes uterinas faz parte da
prevencao terciaria, onde sao realizadas intervengdes que diminuem as
complicacdes neonatais apds o inicio do trabalho de parto prematuro. Estas
complicagbes podem ser minimizadas pelo uso da corticoterapia antenatal, da
antibioticoterapia profilatica para o estreptococo do grupo B e da neuroprotecao
com o sulfato de magnésio. Porém, a tocdlise apenas adia o nascimento por alguns
dias, para que ocorra a realizagao das intervencdes citadas anteriormente, mas
n&o evita o nascimento prematuro (Bittar, Francisco e Zugaib, 2013).

Varias intervencbdes foram avaliadas numa tentativa de prevenir o parto
prematuro em mulheres com fatores de risco ou comprimento de colo uterino curto.
As mais estudadas sdo a administragdo de progesterona, realizacdo de
cerclagem ou uso do pessario vaginal (Doria e Spautz, 2011).

A progesterona pode ser natural ou sintética. A progesterona sintética ou
caproato de 17 alfa-hidroxiprogesterona (17P) é produzida a partir da progesterona
natural e s6 pode ser administrada pela via intramuscular. A dose normalmente
empregada é de 250 a 500 mg/semana, podendo chegar até a 1.000
mg/semana. Na maioria dos casos os efeitos colaterais estdo presentes (>50 %),
porém geralmente sao limitados ao local da aplicagédo como dor, prurido e edema.
Apresenta alto custo e nao é comercializada no Brasil. A progesterona natural pode
ser administrada pela via vaginal ou via oral. Os efeitos colaterais quando
administrada pela via vaginal s&o praticamente inexistentes. Ja, o uso da
progesterona natural por via oral em altas doses (900-1200mg) pode causar
aumento nas taxas dos acidos biliares e nas enzimas hepaticas. Porém, as doses
usadas para prevencao do parto prematuro sao menores, evitando esses efeitos
adversos (Yoshizaki et al, 2012).
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A progesterona reduz a frequéncia das contragbes uterinas e a taxa de
parto prematuro em pacientes de risco para prematuridade. Ela bloqueia a agao
estimulante da ocitocina e das prostaglandinas no miométrio e aumenta a
resposta a-adrenérgica, que tem agdo tocolitica. Sua fungdo na prevencdo do
parto prematuro age principalmente no colo uterino, impedindo o amolecimento,
dilatacdo e extincdo do mesmo, e tendo agcdo anti-inflamatéria (Ddria e Spautz,
2011).

O uso da progesterona reduz a taxa de parto prematuro em cerca de 50%
em pacientes com historia de parto prematuro anterior, e o uso de progesterona
vaginal reduz cerca de 45% em pacientes assintomaticas com colo curto
identificado pela ultrassonografia no segundo trimestre de gestacado (Cannie et al.,
2013).

A cerclagem é um procedimento cirurgico, através de uma sutura no colo
uterino, mantendo o colo fechado e evitando o trabalho de parto prematuro.
Pode ser realizado de forma eletiva, em pacientes com histérias de perdas fetais;
apos evidéncia de colo curto detectado pela ultrassonografia; ou de emergéncia na
deteccgéo do colo uterino aberto (Abdel-aleem, Shaaban e Abdel-aleem, 2013).

Em 1950, Lash introduziu o termo "colo uterino incompetente" e descreveu
uma primeira tentativa de fechamento cirurgico do colo do utero. Mc Donald e
Shirodkar (1957) relataram uma abordagem via vaginal, para uma cerclagem
cervical durante a gravidez, para prevenir o aborto tardio e o parto prematuro,
principalmente para pacientes com histéria compativel com um colo uterino
incompetente (Arabin et al., 2003).

Apesar de ser um procedimento simples, € uma técnica invasiva que
necessita de anestesia, e pode ter complicagdes, incluindo hemorragia, infec¢ao
e até mesmo a perda da gestagdo. Por ser um procedimento no colo uterino, ele
mesmo pode desencadear um parto prematuro ou ruptura de membranas (Abdel-
aleem, Shaaban e Abdel-aleem, 2013).

Nos casos de colo curto em pacientes assintomaticas, sem antecedentes
de parto prematuro ou aborto tardio, a realizagdo da cerclagem nao demonstrou
beneficio comparado ao tratamento expectante. Em mulheres com histéria de pelo
menos um parto prematuro anterior ou abortamento tardio, a realizagdo da

cerclagem, em todos 0s casos, ndao apresentou resultados benéficos consistentes.
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Porém, ao associar esses antecedentes e um comprimento do colo inferior a
25mm, a cerclagem demonstrou ser benéfica (Cubal e Pereira, 2014).

O pessario vaginal é um dispositivo de silicone, aplicado ao redor do colo
uterino, levando a um reajustamento do angulo entre o maior eixo do colo uterino e
o pavimento pélvico, fazendo com que o peso da gestagdo seja distribuido mais
para o segmento anterior do utero e nao tanto para o colo uterino, prevenindo,
desta forma, o parto prematuro. Foram descritas algumas complicagdes com o uso
do pessario cervical, e, dentre elas, o aumento do corrimento vaginal. A utilizagao
do pessario € uma opcdo mais barata, menos invasiva e que nao necessita de
anestesia para sua aplicagao e remogao, quando comparado a cerclagem cervical.
No entanto sdo relatados casos de desconfortos provocados, possivelmente pela
pouca interagéo entre a superficie do material e a parede vaginal como também da

pouca flexibilidade do produto (Yuce et al., 2016).

2.2 Pessario

O pessario cervical € uma opcado para prevengao de parto prematuro
em pacientes com colo uterino curto evidenciado pela ultrassonografia. As
primeiras publicagcdes sobre o pessario cervical foram pequenos estudos de caso
nos quais ndo existiam critérios de inclusdo e exclusdo bem estabelecidos nem
resultados especificos (Alfirevic et al., 2013; Liem et al. 2013).

O primeiro relatério sobre o uso de um pessario foi em 1959, por Cross,
para tratamento da incompeténcia cervical. Em 1961, Vitsky utilizou um pessario
de Smith para prevenir o0 nascimento prematuro em pacientes com um colo
incompetente ou com histérico de aborto espontaneo tardio. No final da década
de 1970, Hans Arabin, na Alemanha, projetou um pessario de silicone e,
comparado aos outros pessarios, este pessario de Arabin € mais flexivel e de mais
facil aplicagao (Dharan e Ludmir, 2009; Liem et al., 2013; Yuce et al., 2016).

Atualmente, existem pessarios de varias formas e tamanhos, e séao
normalmente utilizados nos casos de prolapso de 6rgao pélvico (Dharan e
Ludmir, 2009).

Geralmente se utiliza o pessario de Arabin, que é mais flexivel. E um
dispositivo de silicone, em formato de anel, que apresenta diferentes tamanhos,

correspondente a Figura 2.
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Figura 2 - Pessario de silicone (Fonte: http://marcoscaetano.com.br/tag/pessario/, 2017).

O pessario de Arabin varia no tamanho para uma melhor adaptacao. Dessa
forma, a parte superior, os diametros e a altura podem variar. Antes da aplicagao,
€ realizado o exame especular, para identificar o colo do utero e determinar o
tamanho apropriado do pessario. O didametro externo varia entre 65 e 70
milimetros, o didmetro interno entre 32 e 35 milimetros e a altura da curvatura
entre 21 e 25 milimetros. E inserido com a curvatura para cima e o diametro
interno, menor, engloba o colo do utero. Apds a introdugao, as mulheres devem ser
observadas, a fim de garantir que ndo haja mal-estar, sangramento vaginal ou
contragao uterina. Como o parto prematuro decorre de um processo multifatorial,
vaginose bacteriana e outras infecgées devem ser excluidas antes da aplicagao do
pessario e, se necessario, tratadas (Falcao et al., 2016; Liem et al., 2013; Abdel-
aleem, Shaaban e Abdel- aleem, 2013; Falcao et al., 2016; Arabin et al., 2003).

O mecanismo exato de acdo do pessario ainda ndo € conhecido, e sido
necessarios mais estudos para esclarecimento. Uma hipdtese consistente € que
ele altera mecanicamente o angulo utero-cervical e que esta mudanca, na
inclinacdo do canal cervical, alivia a pressdo sobre o orificio cervical interno e
reduz a pressao estatica nas membranas para evitar a dilatagdo cervical e ruptura
prematura das membranas. O pessario também pode agir impedindo a descida do
feto, aliviando a pressao sobre o orificio interno. Além disso, ele pode causar
algum grau de espessamento e edema do colo do utero, contribuindo ainda mais
para a sua funcdo. Outro mecanismo de acdo do pessario, ao comprimir o
canal cervical, € evitar a perda do muco ou tampao cervical e, este muco,

funciona como barreira para infecgcao ascendente (Falcao et al., 2016).
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O pessario geralmente é removido com 37 semanas de gestagao. Quando
for evidenciado sinais de edema cervical, a paciente deve ser informada de que a
extragdo do pessario pode ser doloroso (Arabin e Alfirevic, 2013).

Como critérios para a n&o aplicagdo do pessario (Figura 2) tém-se a morte
fetal ou defeitos congénitos graves, ruptura de membranas, suspeita de
corioamnionite, sangramento vaginal ativo e contragdes uterinas regulares e
dolorosas. Alguns motivos para retirada precoce do pessario foram desconforto
grave da paciente, ruptura prematura das membranas, sangramento vaginal ativo
e ameaca de parto prematuro. Nos casos de ruptura prematura de membranas, o
pessario s6 deve permanecer quando for descartado corioamnionite e quando nao
existirem as contragdes uterinas (Falcao et al., 2016; Arabin e Alfirevic, 2013).

O efeito adverso mais frequente pelo uso do pessario € o aumento de
corrimento vaginal branco e inodoro. Além disso, também foi evidenciado dor
durante a inserg¢ao e remogao do pessario, sendo classificada como uma média de

4 a 7, numa escala de 0-10 (Falcao et al., 2016).

2.3 Anatomia e Fisiologia da Vagina

A vagina (Figura 3) € um tubo fibromuscular que se estende do
vestibulo vulvar ao utero. Sua porgao superior esta fixada no utero, logo acima
do colo. O espago entre o colo do utero e vagina é denominado de fdrnices
anterior, posterior e lateral da vagina. A vagina é formada por trés camadas:
mucosa, muscular e adventicia. A mucosa € colonizada por uma flora bacteriana
mista, com predominio de lactobacilos e o pH normal é entre 3,5 a 4,5 (Anderson e
Genadry, 2014).
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Figura 3 - Imagem esquematica da anatomia vaginal (Fonte:
http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAPGCcAC/sistema-genital-feminino, 2017).

O epitélio vaginal é responsivo ao estimulo de estrogénio e progesterona.
Durante a fase reprodutiva, ha grande quantidade de glicogénio nas células
epiteliais da vagina, devido a presenca de estrogenos. Este glicogénio sofre
metabolizagdo pelos lactobacilos para formacao de acido lactico, o qual inibe o
crescimento de outras espécies bacterianas, principalmente patogénicas e constitui
a principal forma de defesa local. A produgcao de acidos pelos lactobacilos mantém
o pH vaginal acido, produzindo um ambiente indspito para os patdogenos (Paganoti
et al., 2012; Brolazo et al., 2009).

Esta acdo dos lactobacilos vaginais € um fator importante na protegao
contra varias infecgdes. O desequilibrio desses mecanismos de defesa da
vagina é um importante fator para o surgimento dos processos patologicos
bacterianos (vaginites e a vaginose). Normalmente, ha predominio dos
lactobacilos, porém outras bactérias de espécies diferentes permanecem em
harmonia, mas podem, em determinadas situagbes, tornarem-se patogénicas
(Brolazo et al., 2009; Pagancoti et al., 2012).

A vaginose bacteriana é a causa mais frequente de corrimento vaginal,
sendo responsavel por 40 a 50% dos casos, sendo que metade das pacientes sao
assintomaticas. E um disturbio do ecossistema vaginal de etiologia polimicrobiana,

com predominio de microorganismos anaerébios (Leite et al., 2010).
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O diagnéstico da vaginose pode ser clinico, pela presenca de corrimento de
cor acinzentada, com odor de “peixe podre”. Esse odor pode ser espontdneo ou
evidenciado pelo teste do hidroxido de potassio, também conhecido como teste
das aminas (whiff test). A microscopia € caracterizada pela presenga de células
sinaleiras que apresentam inumeras bactérias aderentes a sua superficie (clue
cells) além da auséncia de leucdcitos. A presenca dessas células sinaleiras e o
teste das aminas sao suficientes para diagnosticar essa condigao clinica, mas a
medida do pH vaginal (pH=5) constitui método util e barato (Paganoti et al., 2012).

Tanto na vaginite como na vaginose, 0os microorganismos podem estimular
reacao inflamatoéria, como também a producdo de citocinas pré-inflamatérias e
mediadores inflamatérios. O processo inflamatdrio € responsavel pelo
amadurecimento cervical, rotura das membranas ovulares e trabalho de

parto prematuro (Paganoti et al., 2012).

2.4 Biomateriais

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

O campo da ciéncia dos biomateriais abrange quatro classes principais do
ponto de vista da Engenharia de Materiais: poliméricos, ceramicos, metdlicos e
compositos. Estes materiais sdo amplamente utilizados na ginecologia, obstetricia,
odontologia, oftalmologia, ortopedia, ou seja, em diversas aplicagbes médicas e
biolégicas. Além das consideracbes acerca das classes dos materiais, um fator
considerado primordial na utilizacdo ou combinagdo desses, para que possam atuar
em sistemas in vivo de forma eficiente e/ou reparadora em determinada perda ou
patologia, € a biocompatibilidade (Ratner et al., 2005; Oréfice, Pereira e Mansur,
2012).

A biocompatibilidade € definida como a capacidade de um material

apresentar resposta apropriada, quando aplicado, ndo causando reacao inflamatéria
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cronica, reagao de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Ela gira em torno da
interagdo celular com o biomaterial. Além da biocompatibilidade, a
biodegradabilidade e a bioabsor¢do, sdo outras caracteristicas importantes na
utilizacdo dos mesmos (Santos Junior e Wada, 2007; Attaf, 2011).

Sabendo disso, os biomateriais poliméricos estdo dentre os mais
empregados no ambito médico. Dentre as principais vantagens em comparag¢ao aos
materiais ceramicos ou metdlicos, destacam-se a facilidade de fabricagdo para
produzir formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o processamento
secundario, custo razoavel, boas propriedades reoldgicas e mecanicas, e sobretudo

sua biointeragdo com o meio biolégico (Heath, Cooper, 2013).

2.5 Polimeros

Polimeros sdao macromoléculas de alta massa molar formada pela ligagao de
unidades repetitivas denominadas meros ao longo da cadeia principal. Séao
constituidos de macromoléculas organicas ou inorganicas, naturais ou sintéticas de
alta massa molar, que possuem unidades quimicas ligadas por covaléncia, repetidas
regularmente ao longo da cadeia. Podem ser termoplasticos ou termorrigidos, o que
depende das caracteristicas moleculares e estruturais dos mesmos. Os
termoplasticos sdo capazes de se fundir e solidificar repetidas vezes e séao
caracterizados por apresentar ligacbes quimicas fracas de van der Waals entre as
cadeias. Desta forma, sob aquecimento, as cadeias sao capazes de deslizar entre si,
podendo também ser observada a ruptura de interagcbes intercadeias. Ja os
polimeros termorrigidos sdo caracterizados por uma estrutura tridimensional
reticulada, estabilizada por ligagbes covalentes fortes. Assim, estes materiais séo
insoluveis e as ligagbes sdo rompidas somente por elevadas quantidades de
energia, com consequente degradacao do polimero (Heath, Cooper, 2013; Chanda,
2013).

Muitos polimeros sao de origem sintética, e apresentam compatibilidade e
degradabilidade mais limitadas que as dos biopolimeros, como por exemplo, a
celulose, quitina, quitosana e seus derivados. Apesar das adequadas propriedades
funcionais, geralmente nao apresentam grupos quimicos favoraveis para interagao
celular e podem ainda liberar subprodutos toxicos na corrente sanguinea durante

sua degradacao, o que poderia desencadear reagdes inflamatdrias no paciente ao
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longo de sua utilizagdo. Diante disso, os polimeros naturais vém se destacando por
diversos motivos, pois geralmente sao abundantes e seus produtos de degradagao
sdo biocompativeis e nao-téxicos, 0 que os tornam seguros para utilizagcdo na
constituicdo de biomateriais (Kumar, 2000; Heath, Cooper, 2013; Pires, Bierhalz,
Moraes, 2015).

Os biomateriais poliméricos apresentam uma série de propriedades e
caracteristicas funcionais proprias que possibilitam uma pluralidade de aplicagdes.
Em sua forma original ou modificada apresentam caracteristicas adequadas para
sua utilizagcdo na modificagado de superficies assim como na obten¢ao de curativos,
sistemas carreadores de farmacos, dentre outras aplicagcdes (Orrego et al., 2009).

Mediante a tamanha versatilidade, a combinacdo entre dois ou mais
polimeros, tanto na forma de complexos, como coacervados de polieletrdlitos,
quanto de blendas resultantes da mistura fisica de dois materiais distintos, tem
demonstrado grande importancia na area de biomateriais, uma vez que por meio
destas abordagens podem ser obtidos dispositivos com propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e bioldgicas melhoradas quando comparados aos polimeros

isolados (Sionkowska, 2011).

2.6 Silicone - PDMS (Polidimetilsiloxano)

Silicone refere-se a um composto de moléculas de cadeia extensa, formada
por atomos alternados de silicio (Si), carbono (C) e oxigénio (O). Os atomos de Si
normalmente estdo ligados a dois outros grupos, onde sua ocorréncia mais
comum refere-se a ligagdo com os grupos de metila, formando, neste caso os
polidimetilsiloxanos (PDMS). Sendo este, considerado um O6leo de silicone de
cadeia linear de siloxano, estabilizados por unidades terminais da férmula (CHs)3SiO

(Anger, 2009). Conforme pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura molecular do polidimetilsiloxanos (Fonte:
http://www.portalsaofrancisco.com.br/quimica/silicones, 2017).

Contudo, os grupos de metila (CH3.) ligados aos atomos de Si sao
extremamente moveis, ocupando um espacgo consideravel e resultando em
aumento da distancia entre moléculas adjacentes. Além disso, a cadeia Si-O de um
polimero tem um carater altamente polar devido ao angulo de 160° entre as
ligagbes Si-O-Si. Isso significa que os atomos estdo largamente espacados,
resultando em menor coesdo molecular. Desta forma, esses fatores contribuem
para que a cadeia polimérica seja altamente flexivel e muito mével (Williams, 2008).

As propriedades fisicas deste tipo de silicone podem ser deliberadamente
modificadas por diversas formas. Com o aumento do peso molecular, a cadeia do
polimero torna-se maior e menos movel, resultando em um material mais rigido.
Alterando a composi¢cdo quimica da cadeia principal, substituindo as cadeias
laterais, ligagdes cruzadas ou ramificacbes podem também levar a modificacbes
nas propriedades do polimero. Entretanto, quando se refere ao polimero silicone de
,arau Médico™, é retratado por uma classe homogénea de substancias, onde os
seus componentes basicos sdo semelhantes, mas com variagdes significantes de
estrutura molecular e, consequentemente, nas suas propriedades fisicas (Greco,
Prinz e Smith, 2005; Anger, 2009).

O PDMS corresponde a uma vasta funcionalidade, porém quando se refere
a fins na area de saude, possui grande funcionalidade como agentes de polimento,
vedacgéo e protecdo. Em outros casos, atuam também como impermeabilizantes e
lubrificantes, ou seja, o PDMS possui um elevado grau de flexibilidade e
estabilidade, podendo ser usado em uma vasta gama de proteses, em valvulas
cardiacas, implantes mamarios, dentre outros. Pode ainda ser usado em cateteres,
tubos de drenagem e encapsulamento de componentes (Moreira, 2013).

Além dos possiveis usos anteriormente supracitados do PDMS

(polidimetilsiloxano), existe também sua aplicagdo como matriz polimérica do
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pessario vaginal. Os pessarios sao dispositivos de uso ginecoldgico a base de
silicone (PDMS — Polidimetilsiloxano), utilizados nos tratamentos do prolapso uterino
(utero caido), prolapso da vagina apdés remogdo do utero, prolapso da bexiga
(bexiga caida) (MEDICAL SOFTWARE, 2017).

2.7 Modificagao de Superficie

Ha varios métodos de modificacdo de superficies, tais como a modificagao
quimica, fotoquimica, eletroquimica e fisica. Além das técnicas supracitadas existem
também os revestimentos de superficie, os quais tem uma longa histéria em termos
de produtos na area de saude, iniciando através dos identificadores em pilulas para
mais tarde se tornarem modos de modificacdo das propriedades dos diversos
dispositivos. Um dos primeiros materiais utilizados para a modificacao de superficies
foi a cera em 1844, porém, ele ndo apresentava modelagens confiaveis e precisas,
até a descoberta do silicone em 1958 (Machado, Eduardo e Guariglia, 2003; Matias,
2007; Kaiber, Cherkaoui, Mor, 2015).

A partir disso, a modificacéo de superficies tem sido utilizada com diferentes
propositos, dentre eles o de promover ou melhorar a adesao de diferentes
substratos sdlidos, para que possa permitir a melhor ancoragem de substancias
ativas, como também alterar a afinidade com a agua. Outra caracteristica almejada
nesse processo € a possibilidade de modificar a superficie de um material sem
alterar as suas demais propriedades internas, sendo possivel oferecer grandes
vantagens na adequagao de materiais para as caracteristicas que determinado
produto, processo ou uso necessite (Torres, Faria e Prado, 2006; Krause et al.,
2016).

Essas modificagdes podem ocorrer através da introducdo de cadeias
hidrofilicas de biopolimeros para melhorar a afinidade destes com o meio biolégico.
Na pratica, a modificagao de superficie de qualquer material sempre estara sujeita a
influéncia do meio no qual o envolve, e devido a isso uma série de técnicas de
tratamento de superficies tem sido utilizada para modificar a camada superficial do
material utilizado, para que assim o material possa posteriormente atender a um
melhor desempenho funcional (Torres, Faria e Prado, 2006).

A modificagédo da superficie de biomateriais destina-se a manter as principais

propriedades fisicas do biomaterial utilizado, no qual ira modificar apenas a
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superficie mais exterior para que possa influenciar a biointeracdo. Geralmente a
modificacdo de superficies pode se inserir em duas categorias. Na primeira, ocorre a
modificacdo da atual superficie, isto €, modificando-o quimicamente. Na segunda
categoria, cobre-se a superficie com um material diferente, como por exemplo,
deposicao por plasma, enxerto de polimeros ou ceramicas. Essas modificacoes
podem ser usadas afetando uma vasta gama de propriedades: molhabilidade,
permeabilidade, inercia quimica, adesao celular, biocompatibilidade, topografia,
caracteristicas elétricas, oticas e mecanicas. Com isso, Segundo Eisenbarth e
colaboradores (1996), € de suma importancia o conhecimento das propriedades da
superficie dos biomateriais, no que diz respeito as propriedades de adesao e
molhabilidade (Brito Filho, 2016).

Assim, com o objetivo de aumentar a area de superficie e a qualidade de
adesdo da interface, tém sido propostas técnicas de modificagdo superficial,
podendo ser realizado por meio da quitosana, a qual apresenta caracteristicas que
possibilita que a superficie do material se torne bioativo. Do ponto de vista reacional,
a quitosana, por conter um grupo amino, proporciona uma modificagdo quimica da
estrutura polimérica original, para que possa reagir com varias moléculas e tenha a
finalidade de se tornar o polimero com maior disponibilidade de grupos pendentes
para exercer outras atividades. Entretanto, existem alguns fatores que devem ser
considerados em relacao as limitagdes oferecidas pela técnica de modificagao, tais
como: espessura da superficie modificada; estabilidade da nova superficie;
homogeneidade, reprodutibilidade, estabilidade, velocidade e custos razoaveis;
(Crini, 2005; Lima, Ribeiro e Airoldi, 2006; Lopez-Santos, et al., 2011).

2.8 Quitosana

Quitosana é um polimero biodegradavel, biocompativel e atoxico, produzidos
por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em
aplicagdes industriais e tecnoldgicas ha varios anos. Os primeiros relatos sobre
quitosana foram feitos 1859 por Rouget, porém até o inicio do século XX, houve
conflitos na definicdo entre quitina, quitosana e celulose devido as estruturas
semelhantes, pois a celulose tem um grupo hidroxila no carbono 2 do anel

glicopiranosideo enquanto a quitosana tem um grupo amino. Somente em 1970
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percebeu-se o potencial tanto da quitina como da quitosana para aplicacbes em
diversos setores € iniciou-se sua producao industrial no Japao (Dias et al., 2013).

A quitosana é um polimero cuja estrutura é formada por ligagbes glicosidicas
entre unidades de B(1,4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e [(1,4)-2-amino-2-
deoxi-D-glicopiranose (Figura 5). E obtida a partir da reacdo de desacetilagdo da
quitina, sendo denominada quitosana quando apresentar grau de desacetilagao
acima de 50%. E considerada como um material funcional apropriado para
aplicagcdes biomédicas por sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao-
antigenicidade e propriedades de adsorcdo (Thein-han e Misra, 2009; Simdes et al.,
2010; Dias et al., 2013).

NHCOCH 3 H NHCOCHS

Cquitina

quitosana

Figura 5 - Comparagao das estruturas moleculares da Quitina e Quitosana (Azevedo et al.,
2007).

Esse biopolimero demonstra grande versatilidade para aplicagbes em
diversas areas. Essas aplicagdes dependem de sua massa molar e de seu grau de
acetilagao, e isto esta relacionado a efetividade do processo de desacetilacédo da
quitina, além da forma como se apresenta, isto é, como gel, fibra, nanoparticula,
esponja, membrana, po ou filme. Nas formas de esponja e micro granulos, também
pode ser utilizado para liberacdo de drogas (Costa Silva, Santos e Ferreira, 2006;
Campana Filho, Signini e Cardoso, 2007; Jayakumar et al., 2010).
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O grau de desacetilacdo e o peso molecular da quitosana sdo os
parametros mais importantes a serem estudados, pois sao caracteristicas de
grande importancia para as propriedades fisico-quimicas da mesma e
consequentemente, possui um maior efeito nas propriedades bioldgicas. Este grau
também esta relacionado com a solubilidade da quitosana, em meios de acidez
moderada. Seu valor expressa a quantidade de grupos amino disponiveis para
protonacédo e que geram cargas (—NH3 +) na cadeia polimérica. Quanto menor o
valor esse grau, maior a quantidade de cargas presentes na cadeia e mais
importante € a repulsao eletrostatica entre elas, promovendo assim uma maior
solubilidade da quitosana (Santos, et al.,2006; Veiga, 2011; Oliveira, Franco,
Oliveira; 2014).

A presencga de trés grupos funcionais reativos, um amino, um grupo hidroxila
primario e um grupo hidroxila secundario na estrutura da quitosana permite
inUmeras possibilidades de modificacdo deste biopolimero. Esses grupos atuam de
diferentes formas na melhoria das interagbes entre o0 meio biolégico e o biomaterial,
assim como no potencial antimicrobiano. A partir do pressuposto, a atividade
antimicrobiana pode ser explicada através das interagbes entre os grupos amino
que sao carregados positivamente em meios acidos e a membrana celular, por sua
vez carregada negativamente, o que promove a ruptura e liberagdo de compostos
intracelulares de microrganismos. Além disso, alteragbes nas propriedades
mecanicas também sdo possiveis dadas as possibilidades de modificagdes
covalentes e ibnicas (Rinaudo, 2006; Pillai e Paul, 2009; Fouda et al., 2009; Riva et
al., 2011; Taketa, 2013; Hernadez-Montelongo et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

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

3.1 Materiais

e Quitosana — 95 % desacetilada - Certbio

e Pesséario AM — Ingamed

3.1.1 Reagentes

e Acido Acético Glacial — Vetec
o Agua Destilada

e Hidréxido de Saodio - Vetec

3.2 Métodos

3.2.1 Preparagao da solugao de quitosana

A solucdo de quitosana (2%) (m/v) foi preparada por meio da dissolugéo
do polimero na forma de p6 com uma solugéo de acido acético (1%) (v/v), sob
agitacdo mecanica constante 350 rpm a temperatura ambiente 23 °C por cerca de

2 horas.

3.2.2 Modificagao da superficie do pessario

Para modificacdo da superficie do pessario foi realizada a técnica de dip-
coating com a deposi¢cao da quitosana, pela qual se obteve a formagao de dois
grupos. No primeiro grupo, o pessario foi mergulhado na solugao de quitosana por
5 vezes com intervalos de 1 min para pré secagem, ficando imerso na solugéo por

10 segundos. Apds a ultima retirada da solugéo, o pessario foi colocado em estufa
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por 24h a 37°C e em seguida imerso por 30 min em solu¢cao de hidroxido de soédio a
1M para neutralizacado da quitosana. Posteriormente foi lavado em agua destilada e
levado a estufa nas mesmas condi¢cdes anteriores.

No segundo grupo, o pessario foi colocado na solugdo de quitosana,
ficando imerso por 10 segundos, retirado e em seguida imerso em uma solugéo de
hidroxido de sédio 1M por 10 segundos para coagulacdo da quitosana. Este
processo foi realizado 5 vezes. Posteriormente foi colocado em estufa por 24h a
37°C para secagem do material e em seguida foi lavado em agua destilada e
retornado para estufa nas mesmas condicdes anteriores.

A Figura 6 ilustra o fluxograma simplificado da elaboracao da modificacdo da
superficie do pessario pela técnica de dip-coating, desde seu processo inicial até

suas caracterizacoes.

Acido Acético 1% (v/v)

1
Quitosana 2% (m/v)

1
Agitacdo Mecanica

24h
| |
Solugédo de
Quitosana
Pessario 5x (10s) Pessario (10s)

intervalo 1m I

: - Hidréxido de Sédio

Estufa (24hs a 37 C) (1M; 10s)
| |
Hidréxido de Sédio o
(1M: 30m) Reallzagaosc)i(o processo
' I
La"ag‘:m (H20) Estufa (24hs a 37°C)
|
Estufa (24hs a 37°C) Lavagem (H,0)
2
]
Estufa (24hs a 37°C)
|
Caracterizacdo

Figura 6 - Fluxograma simplificado da modificac&o de superficie do pessario (Fonte:
Propria).



37

3.3 Amostras

A Tabela 1 ilustra as codificagdes das respectivas amostras confeccionadas
nesta dissertacao.

Tabela 1 - Denominagao das amostras.

CODIGO AMOSTRAS

Q Quitosana

P Pessario

P1 Pessario primeira metodologia
P2 Pessario segunda metodologia

Fonte: Propria

3.4 Caracterizagao

Foram feitas as caracterizacbes do material e das amostras, de modo a
analisa-las e compara-las quanto a sua morfologia e suas propriedades fisico-
quimicas, a fim de se avaliar e validar os métodos de processamento empregados

no estudo.

3.4.1 Difragao de Raios X

A difragao de raios X fornece um método rapido e preciso para identificagao
das fases cristalinas presentes em determinado material. Por vezes, € esse 0 Unico
método de que se dispde para determinar, dentre as possiveis formas polimorfas de
uma substéncia, quais as que estdo presentes. A caracterizacdo seguiu o
procedimento interno do laboratério. O ensaio foi feito por meio do aparelho da
marca Shimadzu modelo 7000 Shimadzu, utilizando-se de radiacdo Ka do cobre
(1,5418 A), com tensdo de 40kV e corrente 30mA, em um intervalo de 26 em uma

varredura entre 5° e 70° a uma velocidade de 2°/min, a temperatura ambiente.

3.4.2 Microscopia Otica (MO)

A técnica por MO, foi utilizada para avaliar a morfologia da superficie do
pessario antes e ap6s a sua modificacdo, em um Microscopio Optico Hirox de

reflexdo e transmissao com acessorios 2D, com variagao de 50X-400X, acoplado a
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uma estacdo de analise de imagens. As imagens foram obtidas com uma

magnificacdo de 350x e 700x.

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para realizacdo das analises foi utilizado o microscopio eletrénico de
varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de até
10000x, profundidade de foco de 1mm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e
presséo variada (1 a 270Pa), sem recobrimento metalico. O MEV foi utilizado para
identificar a morfologia da superficie e da estrutura formada. As imagens foram

obtidas na magnificacdo de 500x.

3.4.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS)

A caracterizacao por EDS foi realizada em um Microscépio Eletrénico de
Varredura fabricado pela HITACHI, modelo TM-1000, para determinar a
composi¢ao pontual do biomaterial, isto pelo sistema para microanalise quimico

por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS acoplado no MEV.

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

As amostras foram submetidas a técnica de Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), em temperatura ambiente,
0 equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi
realizada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais

presentes nas amostras, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm'1.

3.4.6 Grau de Intumescimento
Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o grau de intumescimento

do material modificado. Os mesmos foram inicialmente pesados e mantidos em

solugéo de soro fisiologico por 24 h. Em seguida, as amostras foram retiradas da
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solucdo, colocadas sobre papel filtro para retirar o excesso de solugao e pesadas
em balanga digital. O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t, foi

calculado de acordo com a Equacéo 1.

Gl =Wt-Wo X 100 Equagéo (1)
Wo
Onde:

Wt = massa da amostra no tempo t

Wo = massa inicial da amostra.

3.4.7 Tensao Superficial por Medidas do Angulo de Contato

A técnica consiste na medida do angulo de contato da membrana baseada na
analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a agua com tensao
superficial conhecida e a superficie sélida depende da relagdo entre as forgas
coesivas da agua e adesivas da agua com o pessario, que fizeram a gota se

espalharem sobre a superficie.

i by
Figura 7 - Aparelho goniémetro (Fonte: Propria).



40

3.4.8 Teor de Cinzas

Foi utilizado um forno mufla para incineragao das amostras e obtencgao do teor
de cinzas. O método baseia-se na pirdlise do material onde ocorre a destruigao total
da matéria organica presente na amostra, deixando somente a parte inorganica da
mesma. Deste modo, ao residuo inorganico que permanece apos a queima da
matéria organica da-se o nome de cinzas, e a partir desse residuo calcula-se o

percentual de matéria inorganica presente nas amostras.

. mf
%Teor de Cinzas = — x 100

pf = massa final

pi = massa inicial
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Foram realizadas analises por difracdo de raios-X das amostras de quitosana
utilizada nesta pesquisa e do pessario (P) com e sem modificagdo de superficie
para verificagao da cristalinidade do material e efetividade da metodologia. O perfil

de difracdo de raios-X da quitosana encontra-se na Figura 8.
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Figura 8 - Espectro de Difratometria de Raio X da amostra de quitosana (Fonte: Propria).

No difratograma de raios X para a amostra do p6é de quitosana, foi
observada a presenga de dois picos de difragdo proximos a 10° e 20°
caracteristicos da quitosana, tipicos de material semicristalino, e condiz com a
ficha JCPDS 40-1518.

A quitosana possui um perfil semicristalino devido as fortes interagbes
intra e intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas entre
0S grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na
molécula de quitosana. Essas fortes interagdes fornecem certa organizacdo a

estrutura cristalina da quitosana (Uragami e Tokura, 2006).
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Segundo Oliveira e colaboradores (2012) e Andrade (2012), as ligagbes
amino terminais da estrutura da quitosana também contribuem para o carater
amorfo da estrutura, pois as pontes de hidrogénio que atuam como ligagoes
secundarias também contribuem para a mudancga do angulo de ligagdo entre as
moléculas de quitosana.

Observa-se na Figura 9, que os picos ilustrados do pessario sao

caracteristicos de material semicristalino.

Intensidadeiu.a.)

Figura 9 - Espectro de Difratometria de Raios X da amostra do pessario (Fonte: Prépria).

Segundo Kuo, (2009) os picos em torno de 12,5° e 22° s&do representativos
do polidimetilsiloxano — PDMS, porém o pico intenso em torno de 27° pode estar
relacionado a aditivagdo do pessario com um possivel lubrificante e/ou carga
mineral. Jalili e colaboradores (2009) e Silva (2014) observaram a presencga de duas
bandas largas e discretas no silicone puro bem como no caso do PDMS, os quais
apresentam um perfil semicristalino, com uma de alta intensidade em torno de 12°,
e outra de menor intensidade em torno de 22°, que evidenciam o comportamento
semicristalino do material.

De modo a determinar o tipo de aditivo encontrado no difratograma do
pessario, foi realizada uma incineragdo da amostra até 900°C (Figura 10) onde foi

visto seu teor de cinzas.
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Figura 10 - Imagem de fragmentos do pessario antes da incineragao da matéria organica (A)
e apos a incineragao seu residuo (B) (Fonte: Propria).

Apés a incineragao foi feito o calculo para o teor de cinzas, constatando um
percentual de 28% da mesma, o que corresponde a matéria inorganica no pessario e

posteriormente foi realizado o DRX do residuo conforme ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 - Difratograma de Raios X do residuo (Fonte: Prépria).

Através dos padroes de DRX analisados pelo software X'Pert HighScore Plus
(PANalytical, Paises Baixos) foi possivel identificar a presencga das fases cristalinas
de 6xido de silicio (SiO2) numa quantidade de 97%, com simetria hexagonal e grupo

espacial P3121 e calcio (Ca) numa quantidade de 3%, com simetria cubica e grupo
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espacial IM-3M (Calculate,1997). Este resultado indica que o referido material é
aditivado.

Analisando os difratogramas da Figura 12 e 13, verifica-se que os mesmos
possuem comportamento de material semicristalino, similar ao que foi encontrado no
pessario. Constatou-se uma reducido na cristalinidade quando comparadas ao P,
sendo esta mais acentuada na metodologia P2, onde verifica-se uma redugao do
pico em torno de 27°, o que demostrou que a quitosana torna a superficie do
material menos cristalina. Verificou-se picos em torno de 40°, 50° e 60° que podem

ter ocorrido devido a uma nao efetiva neutralizagao.
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Figura 12 - Difratograma de Raios X da amostra P1 (Fonte: Propria).
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Figura 13 - Difratograma de Raios X da amostra P2 (Fonte: Propria).
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O conhecimento da cristalinidade é de suma importancia para os biomateriais,
pois ela influencia no desempenho in vivo por afetar a reabsorcao e suas
propriedades mecanicas. As zonas amorfas sdo biodegradadas mais rapidamente e
consequentemente reabsorvidas quando comparadas com as regides cristalinas
(Duarte, 2004; Shishatskaya, Khlusov e Volova, 2006).

Além disso, outro aspecto influenciado pela variacdo no grau de cristalinidade
€ o intumescimento, ou capacidade de absor¢gédo de agua, decorrente das mudangas

que ocorrem no grau de acetilagdo deste polimero (Thein-Han, Misra, 2009).

4.2 Microscopia Otica (MO)

A Figura 14 ilustra as imagens obtidas por microscopia 6tica da superficie do

pessario.

Figura 14 - Imagens de MO da superficie do pessario nas magnificagdes de 350x e 700x
(Fonte: Propria).

Analisando as imagens do pessario observa-se um material com aspecto
rugoso, com particulas de tamanho e formato irregulares, além da presencga de
alguns pontos esbranqui¢cados, que sao mais evidentes na magnificagao de 700x.

Pereira (2014) em estudos de caracterizagdo de PDMS indagou que o seu
material tinha particulas irregulares, tanto na distribuicdo quanto no formato das

particulas, o que corroborou com os resultados encontrados.
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Apos a utilizagado das duas metodologias, pode-se observar nas Figuras 15.a
e 15.b um aspecto mais rugoso caracteristico do pessario, enquanto que nas
Figuras 15.c e 15.d ha um aspecto de superficie lisa provavelmente devido a

presenca da pelicula de quitosana a qual reveste a amostra do pessario.

Figura 15 - Imagens de MO para: pessario apés primeira metodologia numa magnificagao de
(a) x350 e (b) x700; pessario apos segunda metodologia numa magnificagéo de (c) x350 e
(d) x700 (Fonte: Prépria).

4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) / Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS).

A Figura 16 evidencia a imagem da superficie do pessario. Foi observada a

presenca de poros distribuidos por todo material e também a presenca de
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particulas brancas com tamanho e formas variadas, o que possivelmente seja
referente a carga inorganica identificada nos ensaios de DRX e no de EDS.

As particulas inorganicas presentes no material podem contribuir para que
ocorra uma melhor interacao entre a superficie do pessario e o filme de quitosana,

0 que podera ser comprovado no ensaio de molhabilidade.

Figura 16 — Imagem de MEV do pessario com magnitude de 500x (Fonte: Prépria).

Na Figura 17 (P1) verifica-se uma superficie rugosa com presenca de estrias
esbranquicadas no material, indicando a presengca da formacdo do fiime de
quitosana. No entanto foi constatado que a neutralizagcdo nao foi efetiva, conforme

analise quimica que identificou o elemento Sédio (Tabela 2).

Figura 17 - Imagens de MEV com magnitude de x500 das amostras P1 e P2 (Fonte:
Prépria).
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Na imagem de MEV (Figura 17 P2) observa-se a presenga de filme
recobrindo toda a superficie do material, diminuindo o aspecto de rugosidade, ou
seja uma superficie lisa com presenga das particulas imersas do material. Constata-
se uma sobreposicdo do filme de quitosana sobre a mesma. Comparado as duas
metodologias observa-se que para obtencao do P2 foi mais efetiva o recobrimento e
a neutralizagao, pois no EDS identificou uma menor quantidade de sodio (Tabela 2).

Nas imagens obtidas em filmes de PDMS nos trabalhos de Nour et al. (2013)
e Silva (2015), a superficie do polimero apresentou uma elevada rugosidade, com
auséncia de defeitos. Segundo os autores ha uma grande dificuldade na dispersao
ou deposicao de materiais sobre a superficie desse polimero, devido ao nivel de
aglomeracgao, distribuicdo e natureza do material depositado.

Para o mapeamento quimico da quitosana e do pessario, foi utilizado o
ensaio de EDS. Este ensaio foi realizado no aumento de 2000x. A Tabela 2 ilustra

as porcentagens dos elementos quimicos encontrados nas amostras.

Tabela 2 - Espectroscopia de Energia Dispersiva do p6 de quitosana e da superficie do

pessario.
Elementos P P1 P2 Residuo
Carbono (C) - 38,7 43,5
Oxigénio (O) 42,6 42,2 35,6 28,03
Nitrogénio (N) - 6,5 4,8
Silicio (Si) 24,6 24 3.1 71,29
Sédio (Na) - 3,1 1,0
Calcio (Ca) 32,8 7,1 12,0 0,68

Fonte: Propria

Ao analisar o EDS (Tabela 2) (P1 e P2) constatou-se a presenga dos
elementos O e Si caracteristicos do pessario corroborando com Anger (2009).
Entretanto foi identificado o Calcio (Ca) no pessario € no residuo do mesmo,
corroborando com o ensaio de DRX, que nao faz parte da composi¢ao do silicone e
o fabricante também n&o menciona esse possivel aditivo. Cunha (2014), quando
analisou amostras de silicone, verificou que as mesmas apresentaram como
composi¢cdo quimica elementar, o elemento quimico silicio (Si) e Oxigénio (O).

Os resultados da Tabela 2 indicam a presenca dos elementos Carbono (C) e

Nitrogénio (N) que sao oriundos da quitosana conforme relatado por Azevedo e
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colaboradores (2007). Pode-se inferir que a neutralizagdo da amostra P2 foi mais
efetiva que a P1, pois foi identificada uma menor quantidade de Sdédio (Na),
proveniente da neutralizagao corroborando com as imagens de MEV.

Fraguas e colaboradores (2015) e Cruz e colaboradores (2016)
caracterizaram quimicamente por Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios
X a quitosana e observaram a presenc¢a dos elementos quimicos oxigénio, carbono

e nitrogénio.

4.4 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de infravermelho obtido da amostra de quitosana esta ilustrado
na Figura 18. Pode-se ainda observar a presenga das bandas caracteristicas de
absorgdo em 3353, 2933, 2873 cm™ atribuidas sob as vibracdes de estiramento dos
grupos funcionais -OH, -CH; e -CH3; (Martinéz-Camacho et al., 2010).
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Figura 18 - Espectro de FTIR do pé de quitosana (Fonte: Propria).

O grupo amino possui uma banda de absorg¢ao caracteristica da regido de

3400-3500 cm™, a qual também esta sobreposta pela banda de absorcdo devido ao
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grupo -OH. Além disso, apresenta uma banda caracteristica sob a deformacéao
angular do CH2 na qual aparece na regiao de 1421 cm™. As bandas caracteristicas
de 1650 cm™ e 1575 cm™ correspondem ao modo de vibragdo por estiramento
através da ligagdo de -C=0O da amida | com a deformacdo da ligacdo N-H,
conjuntamente com o estiramento da ligacdo C-N da amida Il, respectivamente
(Wang et al, 2013). As bandas de absorcdo da regido de 1151 e 896 cm’
(estiramento de ligacdes C-O-C), 1060 e 1025 cm™ (vibracdes de estiramento do
grupo C-0) sdo caracteristicas de estrutura sacaridea da quitosana. Ja em relagéo a
presenca do pico em 1650 cm™ (devido ao grupo CH3-C=0 denotando a presencga
do grupo acetil) e em 3353 cm™ (representando a presenca do grupo —OH),
confirma-se que a quitosana ¢é um produto parcialmente desacetilado
(Shanmugasundaram, Ravikumar e Babu, 2004).

O espectro caracteristico da quitosana encontra-se de acordo com a pesquisa
de Silva et al. (2015), pois a mesma apresenta todas as absorgdes relativas a
quitosana e como também o espectro da sua amostra.

Observa-se na Figura 19 o resultado de Espectroscopia na Regido do

Infravermelho com Transformada de Fourier da superficie do pessario.
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Figura 19 - Espectro de FTIR da superficie do pessario. (Fonte: Propria).

Os valores caracteristicos de absor¢do dos grupos funcionais encontrados
no material estudado estdo de acordo com o descrito pelas normas ABNT NBR
ISO 14949:2011 e a Francesa, NF S99-401 como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Bandas de Absorc¢ao referentes aos grupos funcionais presentes na norma NF
S99-401:199.

Grupo Numero de Onda (cm™)
-Si(CH3),-O-Si(CHs),- 2905-2960; 1020; 1090
-Si(CH3)3 2905-2960; 1250; 840; 765
-Si(CHs)2 2905-2960; 1260; 855; 805
Si-CHs 2905-2960; 1245-1275; 760-845
Si-H 2100-2300; 760-910
Si-OH 3695; 3200-3400; 810-960
Si-CH=CH, 1590-1610; 1410; 990-1020; 940-980

Fonte: Prépria

Observa-se também que a presenca do grupo fenil € confirmada pela

1720 + 10 em™ e 740 + 10 em™!. Esses

resultados confirmam que a matriz polimérica utilizada na producao do pessario €

absorcdo dos picos 700 £ 10 cm’

realmente o polidimetilsiloxano.

Na Figura 20 verifica-se uma banda na faixa entre 3500 e 3000 cm’ o qual
indica a presenca de grupos hidroxila relativos tanto aos cristais de hidroxido de
sodio em excesso, quanto a pelicula de quitosana formada, além da intensificacao
das bandas em aproximadamente 1000 cm” e 852 cm™ indicativos da quitosana,
corroborando com o resultado de DRX que indica a modificacao da superficie do

pessario.

Absorbanciau.a)

Absorbancia (u.a)

Numero de onada (cm ) Numero de Onda (cm )

Figura 20 - Espectro de FTIR das amostras P1 e P2 (Fonte: Propria).
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Quando comparado P1 e P2 entre si verifica-se que os espectros sao
semelhantes e indicam a formagao de um biolfiime de quitosana sobre a superficie

do pessario.
4.6 Grau de Intumescimento

Segundo Mei e colaboladores (1995) o grau de intumescimento depende da
interacdo polimero-solvente e do grau de reticulagdo do polimero. A partir das
analises expostas na Tabela 4, observou-se que a o revestimento com quitosana

intumesceu as amostras.

Tabela 4 - Grau de Intumescimento

P (%) P1 (%) P2 (%)
0,80 13,93 54,74
0,21 13,54 58,32
0,19 13,47 62,38
0,45 13,66 57,96
0,31 13,84 61,20
Média 0,39 £ 0,25 13,69 £ 0,19 59,44 £ 2.98

Fonte: Propria

Observando os resultados pode-se inferir que o pessario tem um
intumescimento praticamente zero.

Ao realizar o revestimento, nota-se que a segunda metodologia intumesceu
mais, resultado esse esperado devido a quitosana ter esse comportamento, e as
analises de MO e MEV demostrarem que a segunda metodologia foi mais efetiva.
Logo, infere-se que a presenca da pelicula de quitosana auxilia na absorgao de
agua, aumentando assim a absor¢do de fluidos pelo pessario na regiao pélvica,
tornando o material mais adequado.

Gomes (2017) confeccionou 6vulos de quitosana e constatou um
intumescimento de aproximadamente 1200 %. Ja Trigueiro (2015) confeccionou
membranas de quitosana e obteve um intumescimento acima de 1000%. Bispo
(2009) apresentou valores de grau de intumescimento para os suportes de quitosana

pura, de aproximadamente 780%.
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4.7 Molhabilidade

De acordo com os resultados (Tabela 5), verifica-se que todas as amostras
apresentaram as medidas de angulo de contato menor que 90° o que indica

hidrofilicidade das mesmas.

Tabela 5 - Molhabilidade por Medida de &ngulo de contato parao P, P1 e P2

Amostra Angulo (°)
P 61,23+ 1,34
P1 57,69 = 1,11
P2 51,93 £ 0,98

Fonte: Propria

Analisando os dados verifica-se que ambas as amostras tém comportamento
hidrofilico, entretanto a amostra P2 foi a com maior hidrofilicidade, o que indica que
a metodologia 2 foi a que melhor revestiu o pessario corroborando com o ensaio de
MEV.

Assim, pode-se inferir que a presenca da pelicula de quitosana promove um
aumento da hidrofilicidade, logo, quanto menor for o &ngulo, maior sera a interagao
entre as moléculas. Dessa forma, a segunda metodologia favorece a interagao
entre agua e o pessario. Como o pessario é confeccionado para entrar em contato
com o corpo humano é desejavel que o mesmo seja hidrofilico.

Eduok e colaboradores (2017) fizeram um estudo com revestimento de
silicone e seus resultados demonstraram que o0 mesmo denotou um
comportamento hidrofébico, entretanto o desta pesquisa teve carater hidrofilico,
provavelmente proveniente da carga inorganica detectada no DRX, FTIR e EDS.

Sousa (2012) confeccionou membranas de quitosana e constatou que as
membranas tém comportamento hidrofilico. Da mesma forma Holanda (2011)
constatou que suas membranas de quitosana tem comportamento hidrofilico. Estes
resultados corroboram com o0s encontrados nesta dissertagcdo visto que o

revestimento de quitosana aumenta a hidrofilicidade do pessario.
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4.8 Teor de Cinzas

Apds o processo de pirdlise da amostra, obteve-se as cinzas do pessario,
para determinar o teor de cinza de modo a obter o percentual de matéria inorganica

presente na amostra.

Consideracgoes:

e Trata-se de um polimero de silicone do tipo PDMS e que o grau de
polimerizagao é de 35 monémeros;

e Sabendo que a massa de cada monOmero é de 74 g/mol e que a
percentagem de silicio e oxigénio neste monémero representa cerca de 60%.

Realizamos o seguinte calculo;

Massa Molar do monémero do PDMS = 74 g/mol
Massa do SiO = 44 g/mol
Massa do pessario utilizada = 3,6267 g

Massa do residuo = 1,0338 g

% de SiO = %:59%

, 1,0338
% de residuo = ﬁ = 28%

Ora, a diferenca de 31 pontos percentuais demonstra que ha outros aditivos
no composto avaliado. Assim, pode-se inferir que o composto nao se trata apenas
do polimero PDMS. A presenca de lubrificantes a base de estearatos pode estar

associada a deteccgao de calcio (compostos de calcio).
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5 CONCLUSOES

A partir das técnicas e condigdes de processamento utilizadas, foi possivel
realizar a modificagdo da superficie do pessario com quitosana. A metodologia 2 foi
mais efetiva para a modificagcado proposta, indicando sua potencialidade na resolugao
dos desafios relatados.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar estudos pré-clinicos e clinicos para avaliar a eficacia da modificagao
da superficie do pessario, para confirmar a efetividade do sistema nos desafios

propostos desta dissertacao.
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