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RESUMO

A proposta do uso de sistema de liberacdo controlada como alternativa aos
tratamentos convencionais voltados a administracdo de antibiéticos tem ganhado
forca nas Ultimas décadas. O hidrogel a base de quitosana, um biopolimero
antimicrobiano, oferece a possibilidade de controle da liberagdo do farmaco ao ser
reticulado por agentes como a genipina. No entanto, ainda € limitado o
conhecimento quanto as caracteristicas envolvidas, como por exemplo, a taxa e
mecanismos de transporte de massa, envolvidos na liberagdo controlada de
vancomicina em hidrogel de quitosana. Diante o exposto, 0 objetivo deste trabalho
consiste em sintetizar uma matriz polimérica quitosana/genipina para avaliar as
caracteristicas quanto a taxa e os mecanismos de transporte de massa envolvidos
no controle da liberacdo da vancomicina em funcdo do tempo. Para tanto, foi
preparada uma solucdo base aquosa de quitosana 1,5 % (m/v) em acido latico, a
qual foi mantida sob agitacao magnética, e entdo para efeito comparativo, a adicao
do farmaco vancomicina foi realizada por trés vias de procedimentos: no primeiro, foi
adicionando a solucdo base a vancomicina juntamente com a genipina (H1); no
segundo, no terceiro, foi adicionando a vancomicina antes da reticulacdo (H2); e
apos a reticulacdo da solucdo base (H3). As amostras foram caracterizadas por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR); difracdo de
raios X (DRX), e analise termogravimétrica (TG). Por ultimo, foi realizado o ensaio de
liberacdo da vancomicina no hidrogel, analise de varidncia (ANOVA) e o teste de
Tukey ou teste t com significancia de 5 % de probabilidade com o auxilio do software
estatistico PAST versao 3.23 e de modelos matematicos. Com base nos resultados
foi possivel observar que os espectros de FTIR apresentaram as bandas
caracteristicas dos materiais estudados. Os difratogramas de DRX confirmaram a
formacdo das fases semi-cristalinas da quitosana e cristalinas da genipina. A
vancomicina mostrou-se com caracteristica amorfa. Por meio dos resultados obtidos
nas analises termogravimétricas, foi possivel observar comportamentos térmicos
caracteristicos dos materiais estudados. Confirmados pelo surgimento de eventos
que sao caracteristicos de alteracbes massicas do material diante exposi¢cao a
temperatura. Por meio do perfil cinético de liberagdo do farmaco vancomicina pode-
se observar que a liberagdo ocorre mais rapidamente no inicio, até 150 minutos, e
que em seguida essa liberacdo se torna mais lenta até o final do tempo observado
de 300 minutos. A partir da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey foi
possivel observar que a ordem com que a vancomicina € adicionada ao sistema
carreador hidrogel ndo € um fator preponderante para alterar ou modificar a
quantidade final liberada do mesmo, bem como, o periodo de armazenamento.
Quanto ao estudo da cinética de liberagéo de farmaco previu um mecanismo fickiano
baseado em difusdo. Podemos concluir que pelos testes realizados, que a utilizagao
de um sistema carreador a base de quitosana e genipina para liberacao controlada
da vancomicina ocorre de forma promissora, uma vez que possivelmente evitara a
adeséo, colonizagao e posterior proliferacdo bacteriana.

Palavras-chave: Quitosana. Genipina. Liberacdo de farmaco. Vancomicina.



ABSTRACT

The proposal to use a controlled release system as an alternative to conventional
treatments aimed at administering antibiotics has gained strength in recent decades.
The chitosan-based hydrogel, an antimicrobial biopolymer, offers the possibility of
controlling the release of the drug when it is cross-linked by agents such as genipin.
However, knowledge about the characteristics involved, such as the rate and mass
transport mechanisms, involved in the controlled release of vancomycin in chitosan
hydrogel is still limited. Given the above, the objective of this work is to synthesize a
polymeric chitosan / genipin matrix to evaluate the characteristics regarding the rate
and the mechanisms of mass transport involved in the control of vancomycin release
over time. For this purpose, an aqueous solution of chitosan 1.5% (w/v) in lactic acid
was prepared, keeping under stirring on a magnetic stirrer and for comparison
purposes the addition of the crosslinking agent genipin and the drug vancomycin was
performed by three procedures: the first was adding vancomycin together with
genipin (H1), and the second and third method was adding vancomycin before
crosslinking (H2), and after crosslinking the base solution (H3). The samples were
characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR); X-ray diffraction
(XRD), and thermogravimetric analysis (TG) and finally, the vancomycin release test
in the hydrogel, analysis of variance (ANOVA) and the Tukey test or t test with a 5%
probability significance were performed with the help of the statistical software PAST
version 3.23 (Hammer et al., 2001) and mathematical models. Based on the results it
was possible to observe that the FTIR spectra showed the characteristic bands of the
studied materials. The XRD diffractograms confirmed the formation of the semi-
crystalline phases of chitosan and crystalline of the genipin. Vancomycin proved to
be amorphous. Through the results obtained in the thermogravimetric analyzes, it
was possible to observe thermal behaviors characteristic of the studied materials.
Confirmed by the appearance of events that are characteristic of mass changes in
the material upon exposure to temperature. Through the kinetic profile of the
vancomycin drug release, it can be observed that the release occurs more quickly at
the beginning, up to 150 minutes, and that then this release becomes slower until the
end of the observed time of 300 minutes. From the analysis of variance (ANOVA)
and the Tukey test, it was possible to observe that the order in which vancomycin is
added to the hydrogel carrier system is not a major factor in altering or modifying the
final quantity released, as well as the storage period. Regarding the study of drug
release kinetics, it predicted a Fickian mechanism based on diffusion. We can
conclude that from the tests carried out, that the use of a carrier system based on
chitosan and genipin for controlled release of vancomycin occurs promisingly, since it
will possibly prevent adhesion, colonization and subsequent bacterial proliferation.

Keywords: Chitosan. Genipin. Drug release. Vancomycin
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de novos implantes e outros dispositivos revolucionou a
medicina (Mcintyre e Healey, 2017; Greenhalgh et al., 2019). Porém, os casos de
contaminagdes tem sido uma das complicagbes mais frequentes e graves
associadas ao uso de biomateriais durante o procedimento cirlrgico, chegando a
atingir aproximadamente mais de um milhdo de casos por ano no mundo (Hetrick e
Schoenfisch, 2006). Os agentes microbianos mais comuns causadores das
infeccdes em casos cirurgicos envolvendo materiais implantaveis sao as bactérias
Staphylococcus e mais especificamente o Staphylococcus aureus e o0
Staphylococcus epidermides (Mantripragada e Jayasuriya, 2016; Raphel et al,
2016).

Como alternativa para evitar ou minimizar os quadros clinicos com
complicagdes bacterianas durante o procedimento cirlrgico, os pacientes sao
submetidos ao uso de antibiéticos via oral, alternativa com limitacdées, uma vez que o
uso difundido de antibiéticos acarreta em microrganismos resistentes aos
tratamentos convencionais. A escolha do antibiético utilizado na profilaxia ira
depender dos agentes contaminantes em questdo. A vancomicina é um potente
antibidtico utilizado ha mais de 60 anos para tratar infec¢gdes causadas por bactérias
gram-positivas, especificamente em quadros de infecgbes mais graves causadas por
Staphylococcus aureus (Argenziano et al, 2017; Uhl et al, 2017; Unagolla e
Jayasuriya, 2018).

Estima-se que, nos ultimos 20 anos, 6% a 14% de todos os pacientes
hospitalizados desenvolveram infeccdo associada a utilizagdo de implantes
(Greenhalgh et al., 2019). Diante das complicacbes advindas de infec¢gdes causadas
por aderéncia de bactérias e formacao de biofilmes na superficie do implante, varios
pesquisadores tém estudado formas para amenizar ou combater esse problema.

A proposta do uso de sistema de liberagdo controlada de antibi6tico vem
como uma busca desenfreada por tratamentos terapéuticos voltados a
administracdo do farmaco que tragam melhores desempenhos clinicos ao paciente,
uma vez que consiste em manter os niveis de sua concentragdo dentro da faixa
terapéutica, pois elevadas concentracbes acima dessa faixa podem conduzir a
toxidade, enquanto que concentracbes abaixo dessa faixa sédo ineficazes e podem
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levar a casos de resisténcia ao antibiético (Kidane e Bhatt, 2005; Bhattarai et al.,
2010; Hickok e Shapiro, 2012).

Porém nas ultimas décadas importantes estudos foram realizados em busca

de entender os mecanismos de transporte de massa envolvidos no controle da
liberacao de farmacos que possibilitassem analises quantitativas dos fenémenos
fisicos, quimicos e potencialmente biol6gicos, envolvidos no controle da liberagéo de
farmacos e substancias bioativas (Fu e Kao, 2010; Krsti¢ et al., 2014).
Com isso, surgem os modelos matematicos auxiliando na elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na liberacdo de farmacos, possibilitando assim o
desenvolvimento de sistemas com caracteristicas de desempenho desejaveis,
quanto a composicdo necessaria do farmaco para se alcancar a faixa de efeito
terapéutico, o tempo estimado para a liberacao e a escolha das matrizes poliméricas
adequadas para cada forma farmacéutica, dessa forma, contribuindo com a reducao
significativa dos custos e tempo de producdo, dos testes in vivo e dos efeitos
colaterais intrinsecos aos sistemas (Siepmann e Siepmann, 2008; Peppas e
Narasimhan, 2014).

A proposta do uso de sistema de liberagdo controlada de antibidtico
utilizando hidrogéis a base de biopolimeros a exemplo da quitosana promete ser
uma alternativa viavel (Anjum et al., 2016; Biao et al., 2017; He et al., 2017; Iftime et
al., 2017; Kamoun et al., 2017; Laskar et al., 2017; Mohamed et al., 2017; Neufeld e
Bianco-Peled, 2017; Wahid et al., 2017; Wu et al., 2017; Zhang, X. et al., 2017; Pella
etal., 2018).

A quitosana é um polissacarideo que pode ser utilizado na forma de
hidrogéis, filmes, esferas, membranas, fios, dentre outras (Mi et al, 2000;
Madhumathi et al., 2010; Iftime et al., 2017; Manzoor et al., 2018). O uso de
hidrogéis de quitosana em sistema de liberagdo de farmaco tem demonstrado ser
eficaz no tratamento de feridas crénicas e isso indica possibilidades de uso em
sistema de liberacao de antibidticos para ser aplicado na prevencao de biofilmes em
implantes. Os métodos de obtencdo desses hidrogéis sdo variaveis e tém sido
alcancados com sucesso por meio de rotas de reticulacao fisicas ou quimicas (Pella
et al., 2018).

A questao mais importante quanto a liberagéo de antibidtico, é o controle de
como ocorre, e qual o mecanismo envolvido na transferéncia de massa, uma vez

que a eficacia da administracdo da droga depende fortemente de ambas as
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caracteristicas (Wang et al., 2009; Peppas e Narasimhan, 2014; Lv et al., 2017).
Estes s&o requisitos muito importantes que vem sendo estudados nesses sistemas
carreadores, pois quando liberada em niveis abaixo da concentracao inibitéria
minima (CIM) pode provocar resisténcia bacteriana no local de liberagdo e
intensificar as complicacdes infecciosas (Wu e Grainger, 2006; Lv et al., 2017).

Tendo em vista a taxa de liberacdo e o0 mecanismo envolvido na
transferéncia de massa de antibidtico serem requisitos importantes na eficacia ao
combate e controle de quadros infecciosos, 0 estudo da liberacdo da vancomicina
em um sistema carreador a base de quitosana para ser utilizado, por exemplo, na
superficie de implantes durante o procedimento cirirgico, € de suma importancia,
pois possui inumeros beneficios, dentre eles a ndo toxicidade sistémica e o
desenvolvimento de sistemas com caracteristicas de desempenho desejaveis,
quanto a composicdo necessaria do farmaco para se alcancar a faixa de efeito
terapéutico.

No entanto, ainda é limitado o conhecimento quanto as caracteristicas
envolvidas como, a taxa e mecanismos de transporte de massa, envolvidos na
liberacdo controlada de vancomicina em hidrogel de quitosana. Diante o exposto,
buscando melhor entender como ocorre 0 comportamento da liberacao do antibiético
vancomicina no sistema hidrogel quitosana/genipina, o objetivo deste trabalho
consiste em sintetizar uma matriz polimérica de hidrogel quitosana/genipina para
avaliar as caracteristicas quanto a taxa e os mecanismos de transporte de massa

envolvidos no controle da liberagdo da vancomicina com o passar do tempo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais

Biomateriais podem ser descritos como materiais de origem natural ou
sintética com a finalidade de substituir parcial ou total, 6rgaos ou fungdes do corpo
(Chen e Thouas, 2015; Triplett e Budinskaya, 2017). A evolucdo no campo de
biomateriais tem influenciado no aumento da expectativa de vida da populacao e
isso é o resultado de anos de estudos nas areas das Ciéncias Biolégicas, Médicas,
Veterinaria e Engenharias (Oréfice et al.,2012; Chen e Thouas, 2015).

Progressos sdo observados na area de biomateriais desde 1940 e um
desenvolvimento substancial foi visto em tecnologias médicas terapéuticas
(Rahimtoola, 2003; Bhat e Kumar, 2013). Os biomateriais podem ser metalicos,
ceramicos, poliméricos ou compoésitos (Bhat e Kumar, 2013; Triplett e Budinskaya,
2017).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com a sua resposta ao
tecido hospedeiro, podendo ser: bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis. Os
bioinertes sdo bem aceitos pelo tecido causando respostas minimas ou nulas. Os
bioativos interagem estimulando a ligagdo com os tecidos vizinhos. Os materiais
reabsorviveis, ou degradaveis, sofrem degradacdo por ag¢des quimicas ou
biolégicas, sdo incorporadas no tecido vizinho (De Azevedo et al., 2008; Gao et al.,
2017; Triplett e Budinskaya, 2017).

Biomateriais metalicos possuem atrativas propriedades mecanicas, tais
como resisténcia ao desgaste e a corrosdo, elevada tenacidade e baixo custo,
propriedades estas advindas de sua composi¢cao, microestrutura e fases, fazem com
que possibilite uma variedade de confec¢ées de implantes e consequentemente
maior abrangéncia em sua utilizacao em diferentes partes do corpo (Chen e Thouas,
2015; Saleh et al., 2016).

Os agos inoxidaveis, as ligas a base de cobalto, o titanio, o ouro e a platina
séo bastante aplicados na fabricagdo dos biomateriais metalicos, muito utilizados na
area ortopédica como, por exemplo, em materiais estruturais, em dispositivos para
fixacdo de fraturas e nas substituicdes totais ou parciais de articulagdes, e também
na fabricagdo de instrumentos cirdrgicos e hospitalares (Chen e Thouas, 2015). A
Figura 1 ilustra um stent fabricado a partir da liga de memoéria de forma NiTi

aplicados no sistema intravascular.
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Figura 1 - O uso de NiTi em stents vasculares é baseado em sua superelasticidade e efeito
de memodria de forma (Chen e Thouas, 2015).

Biomateriais ceramicos sdao compostos inorganicos, nao metélicos, que
apresentam fortes ligagdes de carater ibnico ou covalente que conferem alto médulo
de elasticidade e alto ponto de fusdo. Os materiais ceramicos quanto a aplicagao na
area biomédica tém atraido bastante atencdo, devido a elevada estabilidade
quimica, biocompatibilidade, excelentes propriedades triboldégicas e semelhanca
com o componente mineral do 0sso o que favorece a osteointegracao (interagéo
entre 0 0sso e o implante) atuando como suporte para o crescimento 6sseo
neoformado (Ratner et al., 2004; Gao et al., 2017; Triplett e Budinskaya, 2017).

AplicagGes intracorpéreas como materiais de regeneracdo Ossea, fibras
Opticas para endoscopia, termémetros, olhos de vidro sdo alguns dos exemplos da
utilizacado de materiais ceramicos no campo da medicina (Ben-Nissan et al., 2018). A
Figura 2 ilustra cabecas femorais a base de alumina.

Figura 2 - Varias cabecas femorais de alumina e componentes do acetdbulo (Ben-Nissan et
al., 2018).
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Biomateriais compdsitos caracterizam-se pela combinacado de dois ou mais
materiais. Essa juncdo permite adequar propriedades mecéanicas superiores aos
componentes unitarios a depender da aplicacdo desejada (Gasser, 2000). Os
materiais compdsitos diante as varias vantagens observadas tém ganhado bastante
destague na é&rea biomédica, a exemplo da &rea odontolégica em pinos
endodonticos baseados em epdxi reforcado com fibras de carbono (Vallittu et al.,
2015).

A Figura 3 ilustra o desenho esquematico da estrutura do implante oral,
composito reforcado com fibra e particulas bioativas de vidro na superficie de

contato com o osso (Vallittu et al., 2015).

Particulas Bioativas de vidro

Figura 3 - Desenho esquematico da estrutura do implante oral, compdsito reforgado com
fibra e particulas bioativas de vidro na superficie de contato com o osso (Vallittu et al.,
2015).

Os biomateriais poliméricos sdo bastante utilizados na area biomédica por
conta de variedades de composic¢des, propriedades, caracteristicas fisico-quimicas e
versatilidade estrutural, 0 que permite maiores possibilidades de adequacao em
termos de propriedades a cada aplicacéo especifica, baixo custo e leveza (Banoriya
etal., 2017).

O desenvolvimento destes novos materiais, ja proporcionou a produgéo de
mais de 2 milhées de dispositivos implantados anualmente, com semelhanca entre
propriedades fisicas, material e tecido substituido, e com o minimo de rejeigéo e
toxicidade. A biocompatibilidade € um dos parametros mais importantes que
precisam ser considerados ao projetar os materiais para aplicacbes biomédicas,
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juntamente com as propriedades mecanicas, fisicas e quimicas, seja o material
bioativo, bioinerte ou biodegradavel, pois a auséncia de substancias téxicas e
agentes sensibilizantes causadoras de reacdes sistémicas indesejaveis e reacoes
alérgicas, respectivamente, e nem a presenca de potencial carcinogénico
contribuem com a estabilizagao entre as interfaces tecido-biomaterial (Orapiriyakul et
al., 2018).

Todavia os casos de contaminagcdo ocorridos durante o procedimento
cirurgico, na implantagdo dos biomateriais, ocasionando as infecgbes constituem,
atualmente, um grande entrave que traz consigo graves problemas ao paciente,
submetendo os mesmos a repetidas intervencdes com a necessidade de trocar o

implante em uma nova cirurgia (Orapiriyakul et al., 2018).

2.2 Implantes e complicac6es causadas por bactérias

Infeccoes associadas a utilizagdo de implantes sdo uma das complicacoes
mais severas e frequentes que envolvem interacbes complexas entre o agente
contaminante, o biomaterial e a resposta imune do hospedeiro (Madalina Mihai et al.,
2015; Arciola et al., 2018).

Na Figura 4 encontram-se exemplos de quadros infecciosos observados em
pacientes relacionadas a utilizagdo de dispositivos médicos e quadros infecciosos
crénicos relacionados ao ndo uso de implantes.

Os biofilmes também estao envolvidos em infeccdes crénicas devastadoras
associadas a uma grande variedade de dispositivos médicos implantados (Nusbaum
et al., 2012; Madalina Mihai et al., 2015; Malheiro e Simdes, 2017; Greenhalgh et al.,
2019).

Uma verdadeira competicao ocorre apds a implantacao do biomaterial entre
a integracao do material ao tecido circundante e a adesao de bactérias a superficie
do implante (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Arciola et al., 2018). Isso acontece devido
ao fato do biomaterial funcionar como um corpo estranho, que consequentemente
acaba desencadeando inflamagées como uma resposta tecidual, tornando-se uma
regido propicia a colonizagdo e infecgcdo microbiana (Schierholz e Beuth, 2001).
Essas complicagdes bacterianas podem ocorrer imediatamente no pré ou pés-
cirdrgico ou ainda por casos isolados onde as bactérias sao trazidas de outra regiao

pela corrente sanguinea até o local da cirurgia. Uma vez ocorrido o quadro de
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contaminacgao, falhas e doencas crbnicas surgem e acabam levando a necessidade

de um novo procedimento cirurgico para substituicdo do implante (Montanaro et al.,

2011; Arciola et al., 2018).

InfecgBes teciduais
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Figura 4 - Representacdo esquematica de infecgdes de biofilme relacionadas ao tecido
humano vs. infec¢des de biofilme relacionadas a dispositivos médicos (Madalina Mihai et al.,

2015).

A maioria dos casos de contaminagcdo ocorre por contato direto do

biomaterial com o meio externo, onde os microrganismos podem estar presentes no

ambiente e/ou equipamentos cirurgicos, nas vestimentas médicas e até mesmo

bactérias ja presentes no corpo do paciente. Importante salientar que estas fontes
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de contaminag¢des ocorrem mesmo com a utilizagao de técnicas de esterilizacao (An
e Friedman, 1996; Nablo et al., 2005; Hetrick e Schoenfisch, 2006).

A adesao celular apés o contato ocorre em duas fases distintas: a primeira
denominada de reversivel consiste na atragdo fisica entre o microorganismo e o
implante, nessa etapa a adesao ainda nao é definitiva, consequentemente nao ha
formacgao do biofilme e ocorre nas primeiras horas (1 - 2 h) apds a implantacao; a
segunda fase denominada de irreversivel apdés 2 - 3 h da implantacédo, e é
caracterizada pela interagdo molecular e celular do microrganismo com a superficie
do biomaterial, nessa etapa predominam a adeséo firme da bactéria a superficie do
implante com a consequente formacéo do biofilme. No caso de dispositivos internos,
esse processo de interacao € uma fungdo da superficie da célula microbiana e da
natureza da superficie aderente e ocorre quase instantaneamente apds a
implantacdo (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Li e Webster, 2018; Greenhalgh et al.,
2019).

O biofilme constitui-se de uma camada de matriz extracelular que age
protegendo as microcolénias de bactérias aderidas sobre superficies soélidas. A
fixacdo da superficie bacteriana ocorre através de multiplos mecanismos, incluindo
interagdes hidrofobicas e eletrostaticas. Sua formagao se inicia com a adesao a
superficie do implante pela bactéria, em seguida ocorre a proliferagdo e acumulo da
matriz extracelular em multiplas camadas e resulta em uma comunidade bacteriana
que se mantém sob a matriz produzida, logo o desenvolvimento do biofilme € a
principal causa de infeccdo associada ao implante (Nagel et al., 1996; Hetrick e
Schoenfisch, 2006; Greenhalgh et al, 2019). A Figura 5 ilustra as etapas da
formacgéo do biofilme.

As microcolénias ja formadas comegcam o0 processo de propagacao
bacteriana para outras areas, acarretando uma infec¢ao crénica e resistente, onde
nesses casos a unica solugéo se da a partir da retirada do implante. Com a adeséo,
colonizagao e formacao do biofilme, cria-se um microambiente que permite obtencao
de nutrientes, protecao contra fagocitos, interferéncia na resposta celular do sistema
imune, além de funcionar como barreira para a penetragdo de antibiéticos (Hetrick e
Schoenfisch, 2006; Arciola et al., 2018).
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Figura 5 - Etapas da formagéao e da dispersdo de um biofilme bacteriano (Tremblay et al.,
2014).

Os Staphylococcus sao 0s microrganismos mais diagnosticados nas
infecgbes associadas aos implantes ortopédicos, sendo Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis responsaveis por cerca de 60 a 90% dos casos (Hetrick
e Schoenfisch, 2006; Ordikhani et al., 2014; Raphel et al., 2016).

Como alternativa para evitar ou minimizar os quadros clinicos com
complicagdes bacterianas no pré e pds-cirurgico, os pacientes sao submetidos ao
uso de antibidticos via oral ou intravenoso, alternativa esta com limitagdes, uma vez
que o uso difundido de antibi6ticos acarretou em microrganismos resistentes aos
tratamentos convencionais. Mesmo com o uso de profilaxia antimicrobiana
perioperatéria e um ambiente cirurgico bem higienizado, o risco de infeccao
intraoperatoria ainda € de cerca de 1% para a substituicdo do quadril e ombro e 2%
apos a substituicdo do joelho (Zimmerli et al., 2004; Smith, 2005).

A escolha do antibidtico utilizado na profilaxia ird depender dos agentes
contaminantes em questdo. A vancomicina € um glicopeptideo complexo, como
pode-se observar na Figura 6, desenvolvido hd quase cinco décadas, que tem
atividade contra a maioria dos patdégenos Gram-positivos (Moellering Jr, 1984;
Schéfer et al., 1996; Hetrick e Schoenfisch, 2006).
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Figura 6 - Férmula estrutural da vancomicina (Schafer et al., 1996).

A vancomicina € um dos antibacterianos mais utilizados no mundo para o
tratamento de infecgdes Gram-positivas graves, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (Marsot et al., 2012; Uhl et al, 2017). A JUnica via de
administracdo possivel da vancomicina € a intravenosa, uma vez que possui uma
absor¢cdo muito fraca pelo trato gastrointestinal (Moellering Jr, 1984; Marsot et al.,
2012; Argenziano et al., 2017), excec¢des de sua administragdo por via oral, sé em
casos associados a pacientes com diarréia a clostridium difficile (Surawicz et al.,
2000).

O surgimento de patdégenos resistentes a mdultiplas drogas € sempre um
risco quando antibiéticos sdo usados tanto na profilaxia e terapia de longo prazo
como na terapia aguda convencional. O uso profilatico ou prolongado de antibioticos
pode favorecer a selecédo de variantes resistentes e também levar a toxicidade renal
e hepatica com alguns agentes, como os aminoglicosideos (Hetrick e Schoenfisch,
2006).

A terapia antimicrobiana convencional vem mostrando menor eficacia contra
infeccdes associadas a utilizacao de implantes, por exemplo, em dispositivos como
articulacoes artificiais, valvulas cardiacas protéticas e cateteres, devido a formacao
de biofilmes. Alguns estudos demonstram que a taxa de colonizagao bacteriana em

stents uretrais nao € reduzida por antibiéticos profilaticos (Riedl et al., 1999; RiedI et
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al., 2002). Essa resisténcia a terapia convencional de antibiético levou ao
desenvolvimento de pesquisas voltadas para solugdes que evitem a aderéncia
bacteriana e consequentemente a formacao do biofilme como, por exemplo, a
modificagdo do material com a incorporacao da droga no dispositivo.

Riedl et al. (2002) observaram que 0s stents uretrais de poliuretano e os
tubos de nefrostomia de silicone com revestimento de heparina inibiram
efetivamente toda a formacao de biofilme durante um periodo de seis semanas. A
grande questdo na incorporacdo da droga no dispositivo € quanto a permanéncia
das propriedades, pois ndo deve danificar as propriedades do dispositivo como vida
Util e compatibilidade do hospedeiro, outro fator que preocupa com esse método
preventivo é a questao de que baixos niveis de antimicrobianos possam favorecer a
aquisicao de organismos resistentes a antibioticos (Smith, 2005).

Logo, tendo em vista a resisténcia bacteriana e dificuldades encontradas em
outros métodos antibacterianos, levou-se ao desenvolvimento de pesquisas voltadas
para um novo sistema que objetiva sistematizar a liberacdo de agentes
antibacterianos em altas taxas iniciais durante um curto periodo critico de poés-
implantacao para inibir a adeséo inicial de bactérias, e posterior liberagao continuada
estavel, pois a formacao de capsulas fibrosas protetoras e a integracao de tecidos
ocorrem em um periodo de tempo mais distante, semanas a meses, apds a

implantacao do biomaterial (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Greenhalgh et al., 2019).

2.3 Liberacao Controlada de Farmaco

A busca desenfreada por tratamentos terapéuticos voltados a administracao
de antibidticos que tragam melhores desempenhos clinicos ao paciente vem
crescendo, uma vez que o grande desafio dos métodos convencionais como spray,
injecbes e pilula utilizados na administragdo de farmacos ou agente ativo consiste
em manter os niveis de sua concentracado dentro da faixa terapéutica, pois elevadas
concentragbes acima dessa faixa podem conduzir a toxidade, enquanto que
concentragbes abaixo dessa faixa s&o ineficazes e podem levar a casos de
resisténcia ao antibiotico (Kidane e Bhatt, 2005; Bhattarai et al., 2010; Hickok e
Shapiro, 2012).
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O farmaco ao ser administrado apresenta variacbes quanto a sua
concentragdo, atingindo o nivel maximo de concentragdo (pico) na corrente
sanguinea e posterior o declinio dessa dissolugdo, sendo necessaria a
administracdo de uma nova dosagem para manter os niveis de farmaco. Na Figura 7
€ possivel observar a analise comparativa quanto as variacées de concentracdes de

farmacos administradas por liberacao controlada e terapia convencional.
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Figura 7 - Faixa terapéutica dos perfis de concentragao de farmaco no plasma mostrando o
impacto da liberacao rapida, liberagao pulsatil, e liberagao controlada em relacao a
concentracao efetiva e concentragao toxica (Liechty et al., 2010).

Diante das limitagcbes relacionadas aos métodos convencionais de
tratamento terapéuticos, 0 avango de pesquisas nas ultimas décadas tornou possivel
o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de antibidticos, que traz
como a principal vantagem a administragdo do antibioético em altas doses sem
exceder o nivel de toxicidade sistémica da droga, isso devido a possibilidade de
aplicagao diretamente no local de implantacdo garantindo com isso maior eficacia no
procedimento (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Hickok e Shapiro, 2012).

Esse novo sistema objetiva sistematizar a liberacdo do antibiético na faixa
terapéutica, melhorando o tempo de liberacao e estabilidade do mesmo na presenca
de certos fluidos biolégicos possibilitando com isso uma maior potencialidade na
inibicdo de biofilmes, maior biodisponibilidade e fazendo com que a quantidade de
farmaco total administrada seja menor do que os métodos convencionais

terapéuticos reduzindo assim o efeito colateral sistémico uma vez que o tratamento
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é direcionado ao alvo a ser tratado e consequentemente evitando reac¢des colaterais
potencialmente prejudiciais em outras partes do corpo diminuindo riscos ao paciente
(Hetrick e Schoenfisch, 2006; Wu e Grainger, 2006; Bhattarai et al., 2010; Jacob et
al., 2018).

A eficacia da liberacao de antibi6tico é fortemente dependente da taxa e da
maneira pela qual o medicamento € liberado. Estas propriedades sdo determinadas
em parte pelo sistema carreador na qual o antibiético € dopado ou carregado.
Alguns dos mais comuns sistemas carreadores de farmaco utilizados sao: hidrogel
(Sheikhpour et al., 2017; Sami et al., 2018), lipossomas (Nguyen et al., 2017;
Sheikhpour et al., 2017), polimeros carreadores (Masood, 2016; Sheikhpour et al.,
2017), micelas (Alper lIsoglu et al., 2017; Sheikhpour et al., 2017), dendrimeros
(Sheikhpour et al., 2017; Zhang, T. et al., 2017) e nanoparticulas (Mandal et al.,
2016). Todos estes sistemas descritos envolvem alguns principios basicos como, por
exemplo, a liberacao de farmaco realizada via hidrogel esquematizado na Figura 8.

v

Figura 8 - Libertagédo do farmaco a partir de uma matriz (comprimido) feita de hidrogel
dilatavel. Os fenbmenos de absor¢ao de dgua, intumescimento, relaxamento da cadeia
polimérica, difusdo de farmaco, desemaranhamento da cadeia polimérica e erosdo do
polimero (Caccavo et al., 2016).

De acordo com a Figura 8 pode-se observar que a matriz a base de hidrogel
ao entrar em contato com 4gua envolve as seguintes etapas: 1 -
A agua se difunde na matriz; 2 - A agua atua como um plastificante, diminuindo a
temperatura de transicéo vitrea, Tg, e consequentemente, a mudanca de estado, a
formacao de gel e o inchaco do polimero (relaxamento da cadeia polimérica); 3 - A
droga (soluvel) se dissolve e se difunde através da camada do hidrogel; e, 4 -
Finalmente, o polimero se dissolve (degrada) na superficie da matriz. Entretanto,
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nas ultimas décadas varios estudos vém sendo realizados no intuito de compreender
0s mecanismos envolvidos na liberagdo de farmacos. Sendo assim, os modelos
matematicos surgem como auxilio na elucidacdo desses mecanismos de transporte

de massa envolvidos no controle da liberagao de drogas.

2.4 Modelos Matematicos para Cinética de Liberacao

Nos ultimos 50 anos, inUmeras modelagens matematicas foram descritas na
literatura para o estudo farmacocinético de novas formas farmacéuticas (Higuchi,
1961; Ritger e Peppas, 1987; Siepmann e Siepmann, 2008; Fu e Kao, 2010; Peppas
e Narasimhan, 2014), o que possibilitou analises quantitativas dos fenémenos
fisicos, quimicos e potencialmente biol6gicos, envolvidos no controle da liberagao de
farmacos e substancias bioativas.

Com a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na liberacdo de farmacos,
com o auxilio dos modelos matematicos, foi possivel o desenvolvimento de sistemas
com caracteristicas de desempenho desejaveis, quanto a composi¢ao necessaria do
farmaco para se alcancar a faixa de efeito terapéutico, tempo estimado para a
liberacdo e a escolha das matrizes poliméricas adequadas para cada forma
farmacéutica, dessa forma, contribuindo com a reducao significativa dos custos e
tempo de producéo, dos testes in vivo e com os efeitos colaterais intrinsecos aos
sistemas (Siepmann e Siepmann, 2008; Peppas e Narasimhan, 2014).

A modelagem matematica da cinética de liberagdo de farmacos fornece uma
base para o estudo de mecanismos de transporte de massa envolvidos no controle
da liberacdo de drogas. Em geral, os mecanismos de difusdo e associados a
convecgao (difusdo-convecgédo), como erosdo e degradacdo, sS40 0S mecanismos
mais importantes para o transporte de substancias bioativas a partir de matrizes
poliméricas (Fu e Kao, 2010; Krsti¢ et al., 2014).

O uso da modelagem matematica acaba sendo Util na previsdo da cinética
de liberacdo de sistemas de liberacdo em diferentes condi¢des, por meio de
simulacbes, sem que sejam necessarias novas analises experimentais. Mais
frequentemente, permite a medicdo de parametros fisicos importantes, como o
coeficiente de difusdo e a taxa de liberacdo do medicamento. Assim, a modelagem

matematica, cujo desenvolvimento requer a compreensao de todos os fendmenos
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que afetam a cinética de liberacao de medicamentos, tem um valor muito importante
na otimizagao do processo das formulacoes.

Em 1961, ap6s o pioneirismo do professor Takeru Higuchi, a modelagem
matematica da farmacocinética de diferentes formas farmacéuticas passa a ser
estudada e diversos novos modelos sao propostos desde entao, passando a serem
observados os fendmenos fisicos associados aos processos de liberacdo de
farmaco.

Existem varios modelos utilizados para o estudo farmacocinético e ajuste

dos dados de liberagédo de farmaco como, por exemplo, 0s seguintes:

1. Ordem Zero

O modelo de ordem zero define a dissolucao de formas farmacéuticas
gue nao sofrem desagregacao e liberam o farmaco lentamente, sem que haja
a influéncia da concentragdo do medicamento remanescente na forma
farmacéutica.

Considera-se que nao haja alteracdo da area de transferéncia de
massa e que nao se estabeleca um equilibrio como, por exemplo, na
dissolugdo do farmaco a partir de sistemas transdérmicos com farmacos de
baixa solubilidade, formas osméticas e comprimidos revestidos (Dash et al.,
2010; Rezk et al., 2019). O modelo de ordem zero pode ser representado pela
Equacgéo 1:

Qt=Q0+K0*t (1)

em que Ko é a constante de liberacdo de ordem zero, expressa em unidades
de concentracao/tempo, Qo e Q: sdo as quantidades de farmaco liberadas no

tempo zero e no tempo t, respectivamente.
2. Modelo de Higuchi
Em 1961, Takeru Higuchi publicou 0 modelo que descreve a liberagcéao

de medicamentos a partir de uma matriz insoluvel como sendo a raiz

quadrada de um processo dependente do tempo, com base na difusdo
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Fickiana (Higuchi, 1961; Siepmann e Siepmann, 2008; Dash et al., 2010;
Krsti¢ et al., 2014; Rezk et al., 2018; Rezk et al., 2019). Esse modelo pode ser
representado de forma simplificada pela Equagéo 2:

o =K'V (2)
inf

onde Ky é a constante de dissolucdo de Higuchi, Qt e Qinf sdo as
quantidades liberadas no tempo t e no infinito respectivamente (Krsti¢ et al.,
2014; Rezk et al., 2018).

. Modelo de Korsmeyer-Peppas

Muito usado, o modelo nao linear de Korsmeyer-Peppas descreve a
liberagdo de farmaco a partir de sistemas poliméricos em que 0 mecanismo
de liberacdo € desconhecido ou quando mais de um mecanismo esta
envolvido (Peppas, 1985; Siepmann e Siepmann, 2008; Peppas e
Narasimhan, 2014; Rezk et al., 2019). E representado pela Equagao 3:

Q *
E;f = Kyp“t" 3)

onde Q: e Qint G0 as quantidades de farmaco liberado no momento t, e no
tempo no infinito, respectivamente, n € o expoente indicativo do mecanismo
de transporte do farmaco, e Kkp € a constante de Korsmeyer-Peppas, que
incorpora as caracteristicas da rede macromolecular ou do sistema de
particulas que compde a formulagcédo (Siepmann e Siepmann, 2008; Krsti¢ et
al., 2014; Teimouri e Kasapis, 2020).

Nesse modelo, o valor de n caracteriza 0 mecanismo de transporte do
medicamento, quando se tem o expoente de liberacdo n = 0,5 ou n < 0,5,
corresponde a um mecanismo de difusdo fickiano qual a penetracdo do
solvente na matriz da forma farmacéutica é a etapa limitante da taxa; 0,5<n
<1 estad relacionado a liberacdo nao-fickiana, ou transporte anémalo do
farmaco, significando que a liberagdo do medicamento segue 0s mecanismos
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de difusdo e erosdo (Hernandez-Montelongo et al., 2014; Rezk et al., 2019;

Teimouri e Kasapis, 2020).
. Modelo Kopcha

O modelo de Kopcha descreve formas farmacéuticas cujo transporte de
farmaco ocorre em funcédo das contribuicées da difusdo e do relaxamento de
polimeros (Kopcha et al., 1991; Teimouri e Kasapis, 2020). Pode ser
representada pela Equacéo 4:

%=A*\/E+B*t (4)
onde A é o expoente difusional e B é a constante erosiva, Q: e Qir S80 as
quantidades de farmaco liberado no momento t, e no tempo no infinito,
respectivamente. Se A for muito maior que o valor de B, a propor¢ao da razao
A/B sera alta e a liberacao do medicamento seguira o mecanismo de difusao;
se o valor de B for maior que o valor de A, a proporcao da razdo A/B sera
baixa, significando que o mecanismo dominante de liberagdo do medicamento
€ 0 mecanismo de erosao ou relaxamento do polimero (Kopcha et al., 1991;
Krsti¢ et al., 2014; Teimouri e Kasapis, 2020).

. Modelo Makoid-Banakar

O modelo farmacocinético de dissolugdo proposto por Makoid-Banakar, é
representado pela Equacao 5:

C%t = Kyg*t"*e® (5)
inf

onde Kug é constante de Makoid-Banakar, n e ¢ sdo parametros relacionados
a restricdo do modelo, que requer que a dissolucdo total da substancia
liberada ocorra no momento em que a funcao Makoid-Banakar se aproxima
do valor maximo, Q: e Qi sdo as quantidades de farmaco liberado no
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momento t, e no tempo no infinito, respectivamente (Krsti¢ et al., 2014;
NeSovi¢ et al., 2019).

. Modelo Hixson - Crowel

O modelo de Hixson-Crowell descreve sistemas em que o mecanismo
de liberacao ocorre pela dissolugao da substancia da forma, seja de dosagem
convencional, dispersivel ou liberagdo imediata, e ndo pelo processo de
difusdo que pode ocorrer na matriz polimérica. O modelo considera que o
formato permanece o mesmo durante todo o processo, apenas com uma
diminuicédo proporcional do seu tamanho, ou seja, quando o didmetro da area
superficial sofre alguma alteracao, o que determina que a taxa de erosao da
matriz € o principal fator no transporte do medicamento (Krsti¢ et al., 2014;
Rezk et al., 2019).

Exemplo desse sistema sao as formas farmacéuticas sélidas, como os
comprimidos e os comprimidos revestidos. O modelo é representado pela
Equacéo 6:

(Q-Qn) /3 = Kiic 't (6)

Onde Q¢ é a quantidade inicial do fa&rmaco, Qinr € a quantidade liberada do
farmaco no tempo infinito, e Kyc € a constante de Hixson-Crowell (Krsti¢ et al.,
2014; Rezk et al.,, 2019). Portanto, para sistemas descritos pelo modelo
farmacocinético de Hixson-Crowell, pode-se interpretar que a mudanga na
area da superficie durante o processo de dissolucdo tem um efeito
significativo na liberacdo do farmaco.

. Modelo de Hopfenberg

O modelo matematico semi-empirico de Hopfenberg possibilita uma
descricdo quantitativa da liberacdo de farmaco a partir de sistemas de
administracdo de medicamentos degradaveis, exibindo uma taxa de liberagao
proporcional a area superficial da forma farmacéutica e dependente do tempo
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(Siepmann e Siepmann, 2008; Dash et al,, 2010). A fracdo cumulativa do

medicamento liberado no momento t esta descrita na Equagéo 7:

Qg (1_KH_G*t)n (7)

Qint Coag

Onde Co é a concentracao inicial do medicamento em todo o sistema,
ao € a meia-espessura de um sistema plano, ou o raio de uma esfera ou
cilindro, e n é o expoente “fator de forma” que varia com a geometria,n =1, 2
e 3 que representa a geometria plana, cilindrica e esférica, respectivamente,
Q:t e Qint s&0 as quantidades de farmaco liberado no momento t, € no tempo
no infinito, respectivamente (Siepmann e Siepmann, 2008; Dash et al., 2010).
Supde-se que todos os processos de transferéncia de massa envolvidos na
liberagdo controlada do farmaco resultem em um Unico processo de ordem
zero, representados pela constante de taxa kng, que é confinada a area de
superficie do sistema. Esse processo de ordem zero pode corresponder a um
unico fenbémeno fisico ou quimico, mas também pode resultar da
superposicao de varios processos, como dissolucdo, intumescimento e/ou

clivagem da cadeia polimérica.

Embora a modelagem matematica venha sendo aplicada a varios sistemas
carreadores, 0 sistema que tem aumentado consideravelmente o interesse dos
pesquisadores para elucidagdo do mecanismo envolvido € a utilizagdo de hidrogéis
como superficies antibacterianas, que agem liberando o agente antimicrobiano
diretamente na superficie do implante atuando de forma preventiva na protecéo do
biomaterial evitando a adesdo, a colonizagdo, o biofiime, e posteriormente a
proliferacdo bacteriana, uma vez que as caracteristicas superficiais do implante
também influenciam quanto a adesao bacteriana, uma vez que facilitam a liberacao
do farmaco na faixa terapéutica e no alvo a ser tratado (Hetrick e Schoenfisch, 2006;
Wu e Grainger, 2006; Neufeld e Bianco-Peled, 2017).

2.5 Hidrogel
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Os hidrogéis sao redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos de origem
natural ou sintética capazes de absorver grandes quantidades de agua ou fluidos
biolégicos, dissolvidos em condicées fisiolégicas o que o tornam bastantes
semelhantes as células e tecidos vivos naturais. A Figura 9 ilustra a capacidade de
absorcdo do hidrogel até milhares de vezes seu peso seco em agua, com 0S
destaques as possibilidades em entrega de drogas.

Figura 9 - (A) Comportamento do hidrogel em meio aquoso e processo de desidratagcao
evidenciando a permanéncia do formato. (B) e (C) Microgéis com moléculas imobilizadas
codificadas por cores, de modo a destacar as possibilidades de entrega de drogas em
hidrogel injetavel. (D) Microgel para uso na liberagéo de células para regeneragao de
tecidos. (E) Células encapsuladas de fibroblastos em um microgel de PEG - fibrinogénio
semi - sintético, para estudo do comportamento celular (Seliktar, 2012).

Os hidrogéis podem ser formados in vitro ou in
situ, e serem implantaveis ou injetaveis (Wu et al.,, 2017; Pelld et al., 2018). A
capacidade de intumescimento dos hidrogéis por absorcdo de agua ou fluidos
bioldégicos € devido a presenca de grupos funcionais, tais como hidroxila (-OH),
carboxila (COOH), amina (NHz), amidas (-CONHy), sulfénico (-SOszH), podendo ser
moldados em praticamente qualquer formato, tamanho ou forma.

Além do alto teor de agua e insolubilidade, outras caracteristicas como
flexibilidade, porosidade e consisténcia macia o tornam muito interessante em
questdes de biocompatibilidade com o tecido vivo (Seliktar, 2012; Ahadian et al.,
2015; Cal6 e Khutoryanskiy, 2015; Sheikhpour et al., 2017).
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Assim sendo, os polimeros formadores do hidrogel quando em contato com
um meio que favoreca o seu intumescimento como, por exemplo, a agua, acaba
provocando uma expansdo de suas cadeias como mostrado na Figura 9 e mais

intrinsicamente na Figura 10.

Reticulagao

. -
Y L ]
< estimats extoma >\ * o

Estado Seco Estado Intumescido

Figura 10 - Esquemas propostos para reticulos de um hidrogel no estado seco e
intumescimento. Note a expansao dos reticulos ocasionada pela absor¢ao de agua (Aouada
e Mattoso, 2009).

Quanto a formacao das cadeias dos hidrogéis, estes podem ser produzidos
a partir de uma reacao envolvendo um ou mais mondémeros, classificados como
homopolimero ou copolimero respectivamente, interligados por ligagdes covalentes
(reticulagbes) ou interagbes fisicas, processo comumente denominado de
reticulagdo, onde esses entrelagcamentos afetam o grau de insolubilidade do mesmo.
Tendo em base o tipo de reticulagcéo, os hidrogéis podem ser classificados quanto a
duas categorias: fisicos e quimicos (Peppas et al., 2000).

Na Figura 11 pode-se observar a diferenca estrutural existente entre os dois

tipos de interacdes ou redes formadas dos hidrogéis quimicos e fisicos.

Interagdes
fisicas
¢ L
* @
~+ Reticulagdes
Hidrogel Quimico Hidrogel Fisico

Figura 11 - Esquema estrutural dos hidrogéis quimicos e fisicos (Aouada e Mattoso, 2009).
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Hidrogéis uma vez obtidos por reticulagbes nao poderdo mais ser
dissolvidos, assim comumente conhecidos como hidrogéis permanentes ou
quimicos, onde nesse caso podem ser obtidos por: polimerizacao via radical livre,
reagdes de condensagdo e reacdo de adicdo conforme Figura12 (Calé e
Khutoryanskiy, 2015; Pella et al., 2018).
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Grupos '
polimerizaveis « B dos |

condensac&o

[ I 1 T a
=r— : | ] - Clique
Pontosde ; em pontos
4+ reticulagéo | P :
1 ]

Figura 12 - Representagado esquematica da reticulagao quimica: (A) radical livre, (B)
condensagao, e (C) reacao de adigao, adaptado de (Pella et al., 2018).

Ja os hidrogéis conhecidos como reversiveis ou fisicos podem ser obtidos
por associagdo com pequenas moléculas anidnicas, por polianions, por pontes de
hidrogénio ou por associa¢des hidrofébicas como pode-se observar na Figura 13
(Cal6 e Khutoryanskiy, 2015; Pella et al., 2018).

(C) Pol;mero

Ligac&o de hidrogénio ll

ou associagéo hidrofobica

Pequenas moléculas  Quitosana g
anidnicas Poliénions _
Quitosana

]
Quitosana

Figura 13 - Representacdo esquematica da reticulacao fisica por: (A) moléculas anibnicas,
(B) polianios e (C) pontes de hidrogénios ou associagéo hidrofébica, adaptado de (Pella et
al., 2018).
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Os hidrogéis respondem a estimulos de origem fisica e quimica, fatores
estes muito importantes quando relacionado a difusdo do soluto na matriz em
sistemas carreadores de farmaco, assim como também o grau de reticulacdo e a
estrutura quimica dos mondmeros que compdéem o sistema como mostrado na

Figura 14.

Proteina
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Figura 14 - Esquema de tamanho de malha em hidrogéis em estados inchados ou
encolhidos (Lin e Metters, 2006).

Dentre os estimulos de origem fisica tem-se: luz, campo elétrico e magnético
e pressao; e de origem quimica: temperatura, presenca de moléculas especificas e
alteracdo na concentracdo das mesmas e pH (Lin e Metters, 2006; Ullah et al.,
2015). A estabilidade entre as cadeias do polimero alcangada pelo processo de
reticulacdo é altamente necessaria para atingir as propriedades desejadas na
liberacdo de farmaco. Os agentes reticulantes sdo os responsaveis por estas

interagbes quimicas ou fisicas.

2.6 Reticulacao via Genipina

A reticulagdo ou as interagdes quimicas ou fisicas consistem na estabilidade
entre as cadeias da rede polimérica para formacao dos hidrogéis a fim de melhorar
suas propriedades mecanicas e obter um material com potencial para aplicagdes na
liberacado controlada de farmacos. Suas redes podem ser dissolvidas através de um
determinado estimulo externo, por exemplo, temperatura, solucdo salina e pH (Cal6
e Khutoryanskiy, 2015; Ullah et al., 2015).
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A reticulacdo quimica de hidrogéis envolve a utilizacdo de agentes
reticulantes como glutaraldeido, formaldeido ou compostos epdxi, mas devido ao
fato de apresentarem citotoxicidade, outras alternativas menos danosas vém sendo
utilizadas como é o caso da genipina (Akao et al., 1994; Mi et al., 2000).

A genipina é obtida a partir do seu composto geniposide, via hidrolise
enzimatica com B-glucosidase. O geniposide é isolado dos frutos da Genipa
americana e Gardenia jasminoides J. Ellise constituindo cerca de 4-6% dos frutos
secos. A genipa americana é encontrada na América tropical, do México e do Caribe
a Argentina. Ja as Gardenias jasminoides sao cultivadas no Extremo Oriente, e seus
frutos sdo usados ha muito tempo na medicina chinesa por apresentarem, por
exemplo, propriedades diuréticas e anti-inflamatérias (Akao et al., 1994; Butler et al.,
2003). Estudos relatam que a genipina pode reagir espontaneamente com
aminoacidos ou proteinas para formar pigmentos azuis escuros e essa pigmentacao
€ de suma importancia, pois sdo altamente estaveis ao calor, pH e luz (Paik et al.,
2001; Butler et al., 2003). A Figura 15 ilustra a obtengdo da genipina a partir do
geniposide e sua caracteristica azulada apos reacao com aminoacido ou proteina.

Aminoacidos = s
—» Genipina azul

ou Proteinas

Geniposide

Figura 15 - Obtencao da genipina a partir do geniposide e reagdo com aminoacidos ou
proteina com formagao do pigmento azul (Butler et al., 2003).

Este reticulador natural é 5000-10000 vezes menos citotdxico do que o
glutaraldeido (Sung et al., 1998; Butler et al., 2003).

Novos estudos tém sido desenvolvidos aplicando biopolimeros reticulados
com genipina para o desenvolvimento de hidrogéis com ag&o antibacteriana para
serem utilizados em superficies de implantes (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Pella et
al., 2018), por conta de variedades de composicoes, caracteristicas fisico-quimicas e
versatilidade estrutural, 0 que permite maiores possibilidades de adequacao em



41

termos de propriedades a cada aplicacao especifica, a sua biocompatibilidade (He et
al., 2017), por serem biologicamente ativos (lftime et al., 2017), apresentarem
atividade antibacteriana (Bio et al., 2017; Laskar et al., 2017; Mohamed et al., 2017;
Wahid et al., 2017) e apresentarem baixo custo (Pellaet al.,2018; Banoriyaet al.,
2017).

2.7 Biopolimeros

Os biopolimeros sado de origem natural e constituem macromoléculas
formadas pela repeticdo de uma ou mais unidades denominadas de monémeros,
ligadas entre si por ligagbes covalentes (Kulkarni Vishakha et al., 2012). Como
biomaterial pode ser utilizado na engenharia de tecido, devido a sua versatilidade
mecéanica e semelhanca com as caracteristicas estruturais do tecido (Chen e Liu,
2016).

O polimero utilizado como carreador de farmaco é classificado quanto a sua
permeabilidade em reservatério ou matriz. No primeiro caso o farmaco fica
armazenado em um reservatorio recoberto por uma membrana polimérica, onde sua
liberacao ocorre pela difusdo do farmaco através da membrana; e no segundo caso,
o farmaco se encontra dissolvido ou disperso homogeneamente na forma de
particulas sélidas na matriz polimérica (Comyn, 1985). Os polimeros tém importante
utilizagdo na area biomédica devido a sua estabilidade térmica, boa propriedade
mecanica, por poderem ser processados em uma ampla variedade de formas, por
apresentarem caracteristicas constantes como a resisténcia, tempo de degradagéo e
microestrutura (Wang et al., 2004; Sionkowska, 2011; Banoriya et al., 2017).

Na Tabela 1, pode-se observar uma listagem com polimeros usados em
sistemas de liberacdo de farmacos e sua classificacdo em biodegradaveis e néo-
biodegradaveis (Pillai e Panchagnula, 2001).

Hidrogéis elaborados a partir de polimeros sintéticos apresentam alta
resisténcia mecanica o que resulta em uma lenta taxa de degradacao, e com isso
uma alta durabilidade, porém a baixa biocompatibilidade acaba acarretando em
muitos casos reagdes inflamatérias que acabam limitando o seu uso em dispositivos
biomédicos (Wang et al., 2004). Diante essa limitacdo na utilizacdo dos polimeros
sintéticos, os polimeros naturais como a quitosana e colageno vém ganhando

bastante destaque na utilizacdo como biomateriais devido uma maior interacdo ou
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biocompatibilidade com os tecidos vivos, pois apresentam mondémeros semelhantes
aos encontrados nas matrizes organicas dos organismos, reduzindo assim reacoes

inflamatérias crénicas (Kulkarni Vishakha et al., 2012).

Tabela 1 - Polimeros usados em sistemas de liberagéo de farmacos.

Classificacao

Polimero

Polimeros naturais

Polimeros a base de proteinas

Polissacarideos

Polimeros sintéticos
Biodegradaveis

Poliéster

Polianidrido

Poliamidas

Polimeros fosforosos

Outros

N&o biodegradaveis

Derivados de celulose

Silicones

Polimeros Acrilicos

Outros

Colageno, albumina, gelatina
Agarose, alginato, carragenina, acido
hialurénico, dextran, quitosana,
ciclodextrinas

Poli(4cido lactico), poli(acido glicélico),
poli(hidroxibutirato), poli(e-caprolactona),
poli(acido B-malico), poli(dioxanonas)

Poli(acido sebacico), poli(acido adipico),
poli(acido terftalico) e varios copolimeros

Poli(imino carbonatos), poliaminoacidos

Polifosfatos, polifosfonatos,
polifosfazenos

Poli(cianoacrilatos), poliuretanos, éster
poliorto, polidihidropirans, poliacetais

Carboximetil celulose, etilcelulose,
celulose acetato, celulose acetato
propionato, hidroxipropilmetilcelulose

Polidimetilsiloxano, silica coloidal

Polimetracrilatos, poli(metilmetacrilato),
poli hidro(etilmetacrilato)

Polivinilpirrolidona, etilvinilacetato,
poloxameros, poloxaminas

Fonte: Adaptado de PILLAI; PANCHAGNULA, 2001.
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Uma caracteristica intrinseca dos polimeros naturais € a sua capacidade de
serem degradados por enzimas, garantindo, deste modo, que o implante seja
metabolizado por mecanismos fisiolégicos. Uma caracteristica muito importante
quando se espera a degradagcdo completa do implante por processos metabdlicos
normais. Este tipo de sistema vem sendo estudado por diversos pesquisadores a
exemplo de: Tihan et al. (2016) estudaram a liberagdo do farmaco ibuprofeno
utilizando como sistema carreador o biomaterial a base de coladgeno na forma de
esponjas; Lin et al. (2016) desenvolveram um método nanoparticulado de albumina
como carreador para estudo dos farmacos paclitaxel (PTX) efenretinide. Os
polissacarideos sao exemplos de polimeros de origem natural que tém ganhado
muito destaque na fabricacao de hidrogéis para a area biomédica, por apresentarem
caracteristicas como: materiais derivados de fontes renovaveis, nao téxicos,
biocompativeis, biodegradabilidade, baixa imunogenicidade e atividade antibacterina
(Ding et al., 2017; Pella et al., 2018).

Além das caracteristicas citadas, a capacidade dos polissacarideos
formarem uma estrutura em gel, mesmo a baixas concentracdes, constitui uma das
propriedades funcionais mais importantes e mais atraentes deste grupo de
polimeros. E dentre o grupo dos polissacarideos, a quitosana tem sido bastante
estudada em comparagéo aos hidrogéis convencionais em aplicagées que envolvam
o tratamento de superficies de implantes por possuir entre outras caracteristicas, a
atividade antimicrobiana (Yadollahi et al., 2015; Solé et al., 2017).

2.7.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero obtido a partir da quitina, € catiénico na
presenca de solucdes diluidas de &cidos, obtido principalmente a partir da N-
desacetilacao parcial da quitina, a partir dos exoesqueletos dos crustaceos, como
camardes e caranguejos, como também de algumas algas, e da parede celular de
certos fungos. Com graus tipicos de desacetilacdo entre 70 e 95% e pesos
moleculares entre 10 e 1.000 kDa (Esmaeili et al., 2010; Hamman, 2010; Biao et al.,
2017; He et al., 2017; Manzoor et al., 2018). A quitina e a quitosana sao constituidas
por unidades de 2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranose (unidade acetilada) e 2-
amina-2-desoxi-D-glucopiranose (unidade desacetilada) respectivamente, unidas por
ligacoes glicosidicas do tipo (B- (1—4) -N-acetil-D-glucosamina) conforme ilustradas
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na Figura 16 (Esmaeili et al., 2010; Hamman, 2010; Sionkowska, 2011; Manzoor et
al., 2018).
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Figura 16 - Estrutura da quitina (A) e da quitosana (B) (Rinaudo, 2006).

Devido as variadas propriedades da quitosana, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividade antibacteriana, ndo toxicidade, baixa imunogenicidade
e a presenca de grupos funcionais bioativos como, OH e NH2, responsaveis pela
reatividade do polimero, e facilidade de processamento nas mais variadas formas,
como géis (Iftime et al, 2017), membranas (Madhumathi et al., 2010),
nanoparticulas (NPs) (Anitha et al., 2009), scaffolds (Peter et al., 2010) dentre
outros, a quitosana tem atraido amplo interesse em uma variedade de aplicagdes
biomédicas e farmacéuticas, tais como, agente de entrega de drogas, cosméticos e
engenharia de tecidos (Garg et al., 2015; Manzoor et al., 2018).

Sendo que as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da quitosana sao
afetadas diretamente pelo o seu peso molecular e o grau de desacetilagdo, por
exemplo, propriedades como a biodegrabilidade é afetada pelo grau de
desacetilacdo, uma vez que atua sobre a solubilidade, hidrofilicidade, viscosidade e
capacidade de reticulagcdo do polimero. O maior grau dedesacetilacdo determina
uma maior quantidade de grupos aminas livres na cadeia do polissacarideo e
consequentemente o maior numero de grupos amina protonados em soluc¢ao. Maior
nuamero de cargas positivas possibilita, por exemplo, no caso da caracteristica
antibacteriana da quitosana, uma maior e mais forte atividade (Dash et al., 2011;
Sionkowska, 2011; Hosseinnejad e Jafari, 2016).

Na Figura 17 observa-se um esquema da versatilidade da quitosana.
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Figura 17 - llustragdo esquematica da versatilidade da quitosana (Dash et al., 2011).
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Em pH baixo (menor que cerca de 6), os grupos amina de quitosana sao

protonados conferindo comportamento policatibnico a quitosana. Em pH mais alto

(acima de cerca de 6,5), as aminas de quitosana sdo desprotonadas e reativas

(Dash et al., 2011).

Na Tabela 2 observa-se a propriedade antibacteriana da quitosana contra

uma ampla gama de espécies microbianas.

Tabela 2 - Atividades antimicrobianas da quitosana.

Bacteria CMI3(ppm)

Agrobacterium tumefaciens 100
Bacillus cereus 295 1000
Corine bacterium michiganence 10
Erwinia sp. 500
Erwinia carotovora subsp. 200
Escherichia coli 20
Klebsiella pneumoniae 700
Micrococcus luteus 20
Pseudomonas fluorescens 500
Staphylococcus aureaus 20
Xanthomonas campestres 500

aCMI: concentragdo minima inibitoria de crescimento (Fei Liu et al., 2001).
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Isso faz com que a quitosana seja alvo de grande interesse na area
biomédica, embora o modo exato de como ocorra essa atividade antimicrobiana
ainda nao € bem esclarecida, supéem-se que a quitosana carregada positivamente
interaja com a membrana celular bacteriana carregada negativamente, levando ao
vazamento de constituintes intracelulares vitais (Muzzarelli et al., 1990; Fei Liu et al.,
2001; Rabea et al., 2003). Rabea et al. (2003) observaram que os cateteres de
polietileno revestidos de quitosana inibiram a formacao de biofilme.

2.8 Estado da Arte

Nos dUltimos anos, a literatura reporta a obtencdo de hidrogéis
antibacterianos a base de quitosana para aplicacdo como sistemas carreadores de
farmaco. Para tanto, foi realizado uma pesquisa de publicacbes a partir do ano 2017
até meados de 2020 na plataforma online “science direct”, utilizando como palavras
chave “antimicrobial, chitosan, hydrogels’. A distribuicdo dessas publicacdes
referentes a aplicacéo dos hidrogéis a base de quitosana como sistema carreador de
antibiético entre os anos de 2017 até 2020 encontra-se ilustrada na Figura 18.

2020 2017
15%

2018
21%

2019
52%

Figura 18 - Gréfico estatistico de publicagdes referentes a aplicagdo dos hidrogéis
antibacterianos a base de quitosana como sistema carreador de farmaco do ano de 2017
até 2020 (Autoria propria, 2020).

Dentre esta gama de publicacbes um breve resumo foi realizado sobre
alguns trabalhos que se mostram promissores na utilizagdo da quitosana como

sistema carreador de antibiético.
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Ferreira et al. (2019) desenvolveram um gel a base de quitosana associado
a clorexidina para o estudo da atividade antibacteriana e cicatrizante. A partir do
teste antimicrobiano puderam constatar que realmente o gel é eficaz na acao contra
a bactéria Staphylococcus aureus e com relacao aos testes de agao cicatrizante
puderam observar uma boa acao cicatrizante e de contracdo da ferida com a
utilizacado do gel com 2% de clorexidina quando comparado com 0s grupos de
controle.

Rasool et al. (2019) desenvolveram um hidrogel sensivel ao pH baseado em
quitosana (CS) e poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) para a liberacdo controlada da
sulfadiazina de prata para aplicacao na cicatrizacao de feridas. Os pesquisadores
observaram a partir da andlise antimicrobiana a atividade contra a bactéria
Escherichia coli e quanto aos testes de liberagao in vitro os hidrogéis apresentaram-
se promissores para liberacdo prolongada e controlada da sulfadiazina de prata,
onde uma de suas amostras, T6 pvp 0,5, exibiu em tampao fosfato-salino (PBS),
91,2% de liberagao do farmaco de modo controlado ao longo de 80 min.

Zhang et al. (2018) desenvolveram hidrogéis de carboximetil quitosana com
diferentes propriedades de cationicidade através da reticulagdo com diferentes
concentragdes de genipina (1%, 2,5%, 5% e 10%). Observaram que a concentracao
de genipina influenciou fortemente as respostas das células-tronco mesenquimais
(CTM) e a atividade de coagulacdo sanguinea para amostras de quitosana-
hidroxiapatita, aumentou os efeitos osteogénicos e hemostaticos. Em particular, a
cationicidade demonstrou um profundo efeito de modulacdo nas atividades
hemostaticas de amostras de quitosana, através da influéncia de trés diferentes
aspectos dos processos de coagulacao, incluindo a via de coagulagéo intrinseca,
agregacao e ativacao de plaquetas e ativacao de eritrécitos. O ajuste do grau de
reticulagdo proporcionou, assim, uma abordagem simples e eficaz para alcangar
funcbes osteogénicas e hemostaticas combinadas, que tem grande potencial na
modificacao da superficie de implantes cirurgicos.

Tyliszczak et al. (2017) desenvolveram hidrogel a base de quitosana
modificadocom nanoparticulas de prata, e puderam concluir com base nos testes
realizados que o hidrogel modificado com 3 mL dessas nanoparticulas apresentaram
um elevado potencial na atividade antibacteriana relacionado ao Staphylococcus
aureus e que essa modificacdo ndo proporcionou atividade tdxica as células da

derme.
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Hanna e Saad (2019) desenvolveram um hidrogel polieletrolitico a base de
N-trimetilquitosana (CMT)/goma xantana carboximetil de sb6dio (GXMC) para
investigar o desempenho de carga e liberagdo do farmaco ciprofloxacina (CFX) para
acao antibacteriana. Observaram a partir do teste de liberacao in vitro realizado que
a eficiéncia do hidrogel aumentou quando a concentracao de farmaco atingiu cerca
de 93,8 £ 2,1% com concentracdo de (CFX) 250 ug / mL e que a liberacao é mais
rapida e maior no gel com alta eficiéncia de carga de farmaco. Também observaram
a eficacia do hidrogel carregado com (CFX) na inibicdo contra as estirpes
bacterianas gram positivas e negativas com maior didmetro da zona de inibicdo em
comparacao com antibiéticos de referéncia (gentamicina e ampicilina). Com relacao
ao ensaio de citotoxicidade, o hidrogel ndo mostrou evidéncias de toxicidade celular,
onde o hidrogel preparado apresentou a maior viabilidade celular de 97,0 = 0,5% na
concentragdo de 50 pg/mL. Puderam assim concluir de forma geral que o hidrogel
polieletrolitico a base de N-trimetilquitosana (CMT) / goma xantana carboximetil de
sédio (GXMC) é altamente promissor para a utilizagdo no campo biomédico,
especialmente para a liberacdo controlada de drogas.

George et al. (2020) ao formularem um hidrogel nano-hibrido funcionalizado
utilizando quitosana conjugada com L-Histidina (HIS), nanoparticulas de 6xido de
zinco fito-sintetizadas (ZNPs) e aldeido celulose (DAC) para liberagcao controlada
dos farmacos polifendis - naringenina (NRG), quercetina (QE) e curcumina (CUR). E
puderam observar, por exemplo, nas propriedades do estudo feito nas liberagoes,
uma liberagdo sustentada maxima do medicamento com tempo de saturagéo
prolongado de 12 horas iniciais em condi¢cdes ideais de carregamento e pH.

Mostrando assim a eficiéncia no sistema carreador hidrogel nano-hibrido
funcionalizado com quitosana conjugada com L-Histidina (HIS), (ZNPs) e (DAC) para
liberagcdo dos farmacos polifendis - (NRG), (QE) e (CUR), como uma opg¢ao
terapéutica promissora para a administracdo de medicamentos polifendis para
tratamento contra infec¢gées microbianas e terapia contra cancer.

Benltoufa et al. (2020) ao produzirem um hidrogel a base de quitosana para
ser aplicado como revestimento em tecido celuldsico (algoddo) com a finalidade de
conferir sensibilidade ao pH e atividade antibacteriana, puderam observar resultados
promissores ao constatarem o0 aumento da atividade antibacteriana, porém
dependente do tipo de bactéria e do processo de funcionalizagéo feito no tecido de

algodao.
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Jayaramudu et al. (2020) ao sintetizarem nanoparticulas de cobre para serem
incorporadas em hidrogéis na proporcdo 1:1 de quitosana e plurbnico F127 para
inibir o surgimento de bactérias Escherichia coli (Qram-negativas) e Staphylococcus
aureus (gram-positivas) em prototipos. Os autores puderam observar que o0s
hidrogéis nanocompdsitos de quitosana-plurénico \ F127 de cobre apresentaram
resultados eficazes quanto a atividade antimicrobiana, e com isso, potencial
promissor para aplicagao em tratamento de feridas.

Por meio das pesquisas descritas anteriormente, observa-se que a
comunidade cientifica tem dado énfase ao desenvolvimento de hidrogéis
antimicrobianos. Pode-se, portanto, a partir de um estudo de revisdo de literatura,
evidenciar a importancia que se tem dado a obtencdo de hidrogéis de quitosana
antimicrobianos obtidos por varias rotas para diversas aplicacées, 0 que motivou o
desenvolvimento e aplicacdo nesta dissertacdo em obter um sistema
quitosana/genipina para estudo da taxa de liberacdo de vancomicina para ser
utilizado como, por exemplo, na prevencao de biofilmes em implantes biomédicos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Dentre os materiais utilizados na preparacao do hidrogel, o processo de
reticulacédo e adicao do farmaco, temos:

e Quitosana com grau de desacetilacao de 75-85% (CERTBIO);
e Genipina com P. A. 98% (Sigma-Aldrich®);

e Acido latico P. A. 98% (Sigma-Aldrich®);

e Tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,4;0,1M;

e Cloridrato de vancomicina, po liofilizado (TEUTO);

e Agua destilada

e Fosfato de sédio bibasico P. A. (Dinamica);

e Fosfato de s6dio monobasico monohidratado P.A. (Vetec).
3.2 Metodologia
3.2.1 Preparacao dos Hidrogéis

Para a producdo do hidrogel foi tomando como referéncia a metodologia
descrita por Solé et al. (2017) nas “Patents Translate” CN105920675 e
CN105968388 e por Mi et al. (2000) a qual faz uso de uma solugédo de quitosana a
1,5% (m/v), onde 1,5 g de quitosana foram dissolvidas em 100 mL de solucéo de
acido latico a 1% (v/v), e posterior adigdo do farmaco vancomicina fazendo uso da
metodologia descrita por Talebian e Mansourian (2017).

Sendo assim, para a produgéo do hidrogel, primeiramente uma solucdo base
foi preparada por meio da dissolugdo do polimero quitosana em acido latico (1%
v/v), para uma concentracao final da solugdo polimérica (1,5% m/v), sob agitacéo
magnética, modelo Fisatom a 840 rpm/1ih, sob temperatura de 25°C e,
posteriormente, mantidas em repouso por 30 min. Essa foi a solugdo base usada
para formacgéo do hidrogel.
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A reticulagcao da solucao base, pelo agente reticulante genipina e a adigao do

farmaco vancomicina, para a formacao dos hidrogéis, foram feitas de trés formas

distintas, que estao descrita a seguir:

Hidrogel 1 (H1) - O farmaco foi adicionado junto com o agente reticulante a
solucdo base. Da solugdo base foi retirado 20 mL e sob agitagdo foi
adicionado 0,2 g do farmaco vancomicina e 0,012g do agente reticulante
genipina dissolvidos em 2mL de agua destilada. A solucao permaneceu sob
agitacdo magnética de 840 rpm por 12 h. Terminado todo esse processo foi
obtido 20 g do hidrogel de composigao: 1,5% (m/m) de quitosana; 1% (m/m)
de farmaco e 0,06% (m/m) de genipina.

Hidrogel 2 (H2) - O farmaco foi adicionado primeiro a solucao base e depois
foi realizado a reticulagdo. Da solugao base foi retirado 20 mL e sob agitacéo
foi adicionado 0,2 g do farmaco vancomicina dissolvido em 1 mL de agua
destilada, mantendo sob agitacdo por 4 h. Passado esse tempo, ainda sob
agitacéo, foi adicionado 0,012 g do agente reticulante genipina dissolvido em
1 mL de agua destilada e permanecendo sob agitacao por 12 h a 840 rpm. No
final do processo foi obtido 20 g de hidrogel de composigédo: 1,5% (m/m) de

quitosana; 1% (m/m) de farmaco e 0,06% (m/m) de genipina.

Hidrogel 3 (H3) - O agente reticulante foi adicionado primeiro a solugao base
e depois foi realizado a adigdo do farmaco vancomicina. Da solugdo base foi
retirado 20 mL e sob agitacdo foi adicionado 0,012 g do agente reticulante
genipina dissolvido em 1mL de agua destilada, mantendo sob agitacédo por 4
h. Em seguida foi adicionado 0,2 g do farmaco vancomicina dissolvido em 1
mL de &gua destilada. A agitacdo continuou por mais 12 h a 840 rpm.
Terminado todo esse processo foi obtido 20 g de hidrogel de composicao:
1,5% (m/m) de quitosana; 1% (m/m) de farmaco e 0,06% (m/m) de genipina.

Os hidrogéis foram armazenados sob refrigeracdo de 6°C. Na Figura 19

encontra-se o fluxograma de preparacéao dos hidrogéis.
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Solugao Base:
1,5q Quitosana
+

98,5ml de solucao aguosa
de acido latico 1%

= 840 pmi1 h

+ 20 mL Solugho
Base

+ - =% +
2ml de agua destilada iml de agua destilada 1mL de agua destilada

+ 840 pmA2 h - 840 M4 h - 840 rprv4 h

=0,012g Genipina =029 Vancomicina
- vz ' +
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+ 840 pm/12 h = 840 rpmi12 h

Figura 19 - Fluxograma de preparacao dos hidrogéis H1, H2 e H3.

3.3 Caracterizacao

As caracterizacoes foram realizadas no Laboratério de Sintese de Materiais
Ceramicos (LabSMaC) da Unidade Académica de Engenharia de Materiais
(UAEMa/UFCG) e os experimentos de liberacdo foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica - LEB, da Unidade Académica de Engenharia Quimica
(UAEQ/UFCQG).

3.3.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das matérias-primas e dos hidrogéis foram obtidos
usando um espectrdometro modelo Vertex 70 da Bruker, entre 4000 e 400 cm™,
pertencente ao Laboratorio de Sintese de Materiais Ceramicos (LabSMaC) da
Unidade Académica de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de
Campina Grande (UAEMa/UFCG).
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3.3.2 Difracao de Raios X (DRX)

As matérias-primas utilizadas na obtencao dos hidrogéis foram caracterizadas
por difracdo de raios X utilizando um difratbmetro de raios X modelo D2 Phaser da
BRUKER, radiacao Cu Ka, tensédo de 40 kV, 30 mA de corrente, com varredura 5° <

20< 50° com o incremento de 0,016°.

3.3.3 Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas TG foram obtidas por meio de um sistema de andlise térmica
marca SHIMADZU, modelo DTG-60H, em atmosfera de nitrogénio, a uma vazao de
50mL.min", razao de aquecimento de 10°C.min"', numa faixa de temperatura entre a
ambiente até 800°C e utilizando um cadinho de alumina.

3.3.4 Ensaio de Liberacao do Farmaco Vancomicina

Os testes de liberacao do farmaco foram realizados em duplicata, sendo que
para a segunda leitura realizada com intervalo de 7 dias, o hidrogel foi mantido em
refrigeracao a 6°C. Para os experimentos de liberacdo do farmaco vancomicina foi
montado um sistema descontinuo onde, em cada erlenmeyer de 250 mL foi
colocado 20 mL do tampéao fosfato-salino (PBS) 0,1 M e pH 7,4, e entéo, adicionado
1g do hidrogel. Posteriormente os recipientes foram colocados em uma incubadora
Shaker Solab com agitacéo orbital de 200 rpm a 36°C. Nos intervalos que variaram
entre 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos, o sistema (hidrogel + PBS) dos
erlenmeyers foram filtrados em peneira comercial comum, para separar o hidrogel da
solugdo tampdo, de forma a obter um filtrado translicido que permitisse a
quantificagdo da vancomicina pela técnica de espectrofotometria na regidao de
absorbancia ultra visivel. Na Figura 20 pode-se observar o fluxograma da
quantificagdo da vancomicina no espectrofotdmetro.



Figura 20 - Fluxograma para quantificagao da vancomicina no espectrofotometro UV-Visivel.

As leituras das absorbancias do hidrogel (carreadores de farmaco) foram
realizadas em espectrofotometro Bel Photonics 2000 UV, na regido do comprimento
de onda maximo de 284 nm. Este comprimento foi determinado apds scanner da
solugcao do farmaco no espectrofotémetro no intervalo entre 210 a 300 nm, conforme
detalhado no Apéndice A. Com base nessa leitura, a curva de calibracao foi obtida e
a correlacdo na faixa linear da lei de Lambert-Beer, Absorbancia x Concentragéao, foi
utilizada para quantificar a concentragao do farmaco nos experimentos de liberagéo.

A quantidade maxima de cloridrato de vancomicina (vancomicina) que deve
ser liberada em cada hidrogel (sistema carreador) pode ser igual a quantidade de
massa inicialmente colocada em cada composi¢cao. Assim, pode-se determinar a
massa de farmaco que é liberada, por meio de um balangco de massa aplicado entre
a solucdo tampao e o hidrogel, de massa conhecida, usado para a liberacdo. Os
calculos detalhados se encontram no Apéndice B. Desta forma, para o calculo da
porcentagem liberada do farmaco (% liberada) tem-se a seguinte Equacao 8:
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% Liberada = == (8)

Onde:

% Liberada - porcentagem de farmaco liberado no tempo t;
Mt- massa de farmaco liberado na solucao tampéao no tempo t;
Mi- massa de farmaco inicialmente colocado no hidrogel.

3.3.5 Analise Estatistica

Para sabermos se houve diferenca significativa quanto aos métodos
utilizados na adicdo da vancomicina ao hidrogel, os resultados das médias das
analises da metodologia de adicdo do farmaco vancomicina com o tempo de 300
minutos no ensaio de liberagao foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
pelo teste de Tukey ou teste t. Ambos os testes com nivel de significancia de 5% de
probabilidade e com 95% de confiabilidade com o auxilio do software estatistico
PAST versao 3.23 (Hammer et al., 2001).

3.3.6 Modelos Matematicos para Cinética de Liberacao do Farmaco
Vancomicina in vitro

O mecanismo envolvido na liberagdo do farmaco vancomicina a partir das
formulacdes foi previsto ajustando os dados de liberagdo do farmaco vancomicina a
varios modelos de cinética de liberacao do farmaco usando o software Origin Pro8.5.
Os modelos matematicos analisados incluem ordem zero, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas, Kopcha, Makoid-Banakar, Hixson—-Crowel, Hopfenberg, conforme descrito
pelos respectivos cientistas. Os valores do coeficiente de correlagdo (R?), do
expoente indicativo do mecanismo de liberacdo do farmaco (n) dos modelos
Korsmeyer-Peppas e Makoid-Banakar, K (constante de taxa) foram calculados para
cada formulagdo relacionada a todos os modelos e, finalmente, o possivel

mecanismo de liberagdo do medicamento foi identificado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 21 encontra - se 0s espectros de infravermelho das matérias-
primas quitosana (Qs), genipina (Gp), vancomicina (V) e dos hidrogéis
quitosana/genipina (HQG) e quitosana/genipina/vancomicina (HQGV).

Pode-se observar no espectro referente a quitosana (Qs) (Figura 21a) uma
larga banda em torno de 3000 - 3600 cm™' com intensidade maxima em 3255 cm’
atribuida as vibracbes de alongamento axial dos grupos OH que sobrepde a banda
de alongamento dos grupos N-H, assim como as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares das cadeias do polissacarideo. A banda em 1649 cm'esta
associado a vibracdo de alongamento do grupo carbonilo C=0O dos grupos amida
(amida 1), presentes nas unidades acetiladas da quitosana, € a banda de absorcao
em torno de 1581 cm™' é referente a sobreposicio de duas vibragbes: a vibragdo do
grupo amida (designada por amida Il) e a vibracdo de deformacédo da ligacdo N-H
das aminas primarias presentes nas unidades desacetiladas.

A existéncia das bandas C=0 e N-H conjuntamente indicam a presenca de
grupos amidas. A banda em torno de 1150 cm é atribuida ao alongamento
assimétrico do grupo C-O-C que é caracteristico da estrutura de polissacarideo (Lai
et al., 2010; Dimida et al., 2017). Bandas em 1066 e 1028 cm'' sdo referentes a
vibragdo envolvendo alongamento C-O. Na faixa de 1384 - 1308 cm™' ocorre uma
absorcéo que pode ser atribuida a deformagéo simétrica de C-H.

As vibragoes ente 1233 e 1000 cm' sdo atribuidas, ao estiramento (C-O-) de
alcodis. A absorgdo ocorrida 900 cm™ esta relacionada a presenca de C-H. Em
aproximadamente 1422 cm™', pode ser detectado um sinal referente a absorcdo de
alongamento simétrico de sais de &cido carboxilico. As bandas em torno de 2960 e
2876 cm' sdo ocasionadas por vibragoes de alongamento do grupo C-H (Demetgll
e Beyazit, 2018).
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Figura 21 - Espectro de FTIR: (a) quitosana (Qs); (b) genipina (Gp); (c)vancomicina (V); (d)
hidrogel quitosana/genipina (HQG); (e) hidrogel quitosana/genipina/vancomicina (HQGV).
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Todas as absorcdes e atribuicdes referentes a (Qs) estdo resumidas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Nimero de onda e bandas de absorcao referente a (Qs).
Namero de onda (cm™) Atribuicao
Vibracao de alongamento OH e NH

3600 - 3000 associados a aminas
2960 - 2876 Alongamento C - H
1649 Vibracao de alongamento C = O
1581 Flexao angular NH
1384 - 1308 Deformacéao simétrica C - H
1233 - 1000 Alongamento de alcodis C - O
1150 Alongamento assimétrico C - O- C
1066 Alongamento C - O
1018 Alongamento C - O
900 C-H

Essas bandas caracteristicas de FTIR para a (Qs) foram também
observadas por: Delgadillo-Armendariz et al. (2014) ao investigarem as
caracteristicas de  absorgdo do  farmaco  glibenclamidano  hidrogel
quitosana/genipina. Sami et al. (2018) ao formularem um hidrogel a base dos
biopolimeros quitosana e goma guar para estudo avaliativo da liberagao controlada
do analgésico Paracetamol. Bakshi et al. (2018) ao realizarem um estudo
comparativo da atividade antimicrobiana e a biocompatibilidade de derivados N-
seletivos de quitosana.

Relacionado ao espectro de FTIR apresentado na Figura 21b referente a
genipina, pode-se observar a banda de absorgdo a 1680 cm™ que é atribuido a
vibracdo de alongamento da ligagdo C=0 nos grupos carboxilicos esterificados com
o grupo metilo, enquanto a absorgdo a 1619 cm' esta relacionada a vibragao de
alongamento do alceno da ciclo-olefina v(C=C) do nucleo da molécula de genipina.
As absorgoes em 2343 e 1200 cm' s&o atribuidas ao grupo CO: presente no ar
atmosférico durante a analise e vibracdo de alongamento do grupo C-N,
respectivamente. A banda de absorgdo em 1445 cm'' corresponde a flexdo da
ligacdo CHs e as absorgdes a 1150 e 1104 cm™ estdo associadas as vibragoes de
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alongamento do grupo v(C-0) do éter ciclico da estrutura. A absorcdo em 2942 cm'é
atribuida ao alongamento do grupo C-H. Na faixa entre 3397 - 3211 é atribuido ao
grupo C=C. A banda de absorgdo entre 997 - 925 cm foi atribuida ao modo de
curvatura fora do plano do anel C-H, e a absorgdo em 1308 cm™' esta relacionada a
flexdo CHes.

A absorcdo em 771 cm™' esté relacionada ao modo de curvatura do C-O-C
fora do plano. A atribuicdo das bandas caracteristicas do espectro de FTIR para a
Gp foram também observadas por Dimida et al. (2017) quando produziram scaffolds
para regeneragdo e reparo 6sseo de quitosana reticulada com diferentes
concentragbes de genipina para avaliacdo de propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas; e por Delgadillo-Armendariz et al. (2014) ao investigarem as
caracteristicas de  absorcdo do farmaco  glibenclamidano  hidrogel
quitosana/genipina. Todas as absorgbes e atribuigcdes referentes a genipina estao
ilustradas resumidamente na Tabela 4.

Tabela 4 - Numero de onda e bandas de absorgéo referente a genipina (Gp).

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3397 - 3211 C=C
2942 Alongamento do grupo C-H
2343 Deformacéao de alongamento CO-
1680 Vibragao de alongamento C=0
1619 Alongamento v C=C
1445 Flexdo CHs
1308 Flexdo CHs
1200 Vibracao de alongamento C-N
1150 Vibragao de alongamento C-O
1104 Vibragao de alongamento C-O
987 - 925 Flexao fora do anel C-H

771 Flexao fora do plano C-O-C

Por meio do espectro de FTIR da vancomicina (Figura 21c) pode-se
observar as absorgdes ocorridas em 3270 1649 e 1490 cm™ as quais estéo
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relacionadas a presenca dos grupos O-H, C=0, C=C, respectivamente. As bandas
de absorgdo em 2936 e 1310 cm™ sdo atribuidas a deformacgéo axial do grupo C-H.
Na faixa de absorcao entre 1420 - 1393 esta relacionada a deformacao assimétrica
de CHs. As bandas de absorgcdo em 1125 e 1233 cm sdo atribuidas ao grupo
OC:2Hs-CO e ao alongamento fendlico C-O, respectivamente, enquanto a absorcao
em 1589 cm™' esta relacionado a vibracdo aromatica C-C. As absor¢des ocorridas
em 1014 e 718 cm™" estdo relacionadas aos grupos O-H e R-NH: respectivamente.
Essas mesmas principais bandas da vancomicina foram observadas por Yao et al.
(2013) ao desenvolverem scaffolds pela técnica de replicagdo usando 45S5
Bioglass® (BG) revestidos com policaprolactona e quitosana carregada com
vancomicina para aplicagdo na area de engenharia de tecido ésseo e por Lopez-
Iglesias et al. (2019) ao realizarem estudos avaliativos quanto a capacidade de
aerogéis de quitosana carregadas com vancomicina para atuarem como uma
formulacdo potencial para tratar e prevenir infeccoes em feridas crénicas. Todas as
absorcoes e atribuicbes referentes a vancomicina estao ilustradas resumidamente

na Tabela 5.

Tabela 5 - Numero de onda e bandas de absorcao referente a vancomicina (V).

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3270 O-H
2936 Deformagao axial C-H
1649 C=0
1589 Vibracao aromatica C-C
1490 C=C
1420 - 1393 Deformagéo assimétrica de CHs
1310 C-H
1228 CHs
1125 OC:Hs-CO
1014 O-H
718 R-NH:

E possivel observar no espectro de FTIR resultante das interagdes e/ou

reacOes ocorridas entre a quitosana e o agente reticulante genipina (HQG) (Figura



61

21d), alteracbes importantes como crescimento e desvios das bandas
correspondentes a vibracdo de alongamento do grupo carbonila C=0 dos grupos
amidas (amida I), presentes nas unidades acetiladas da quitosana em 1649 cm™' que
passou para 1634 cm'. A absorcdo em 1634 cm™' atribuida ao alongamento do
grupo C=0 sugere que o grupo carbonil da genipina reagiu com o grupo amina
primaria da quitosana para formar uma amida secundaria de acordo com a literatura
(Mi et al., 2000; Dimida et al., 2015; Dimida et al., 2017).

A intensidade da banda de absorcdo em torno de 3600 - 3000 cm™ para os
grupos amina da quitosana é aumentada no espectro do hidrogel HQG. Na faixa de
absorcdo entre 3600 - 300 cm™' ocorre o surgimento de uma banda atribuida ao
grupo O-H. A banda de absorcdo em torno de 1581 cm! é referente a sobreposicdo
das vibracbes do grupo amida (designada por amida IlI) diminuiu no espectro do
hidrogel HQG o que pode estar associado a reagdao dos grupos amina da quitosana
com a molécula da genipina, e a vibragédo de deformacao da ligagdo N-H das aminas
primarias presentes nas unidades desacetiladas da quitosana nao aparece no
espectro do (HQG). A absorcdo em 2343 cm' atribuida a deformacdo de
alongamento CHs observada no espectro da genipina também pode ser observado
nos hidrogéis quitosana/genipina.

Essas mesmas observacoes foram obtidas por Dimida et al. (2015) que
sintetizaram um hidrogel a base de quitosana reticulada com a genipina para estudo
da cinética de reacdo em diferentes condi¢cdes térmicas e diferentes concentracoes
do agente reticulante sem utilizagdo de outros solventes para dissolver o mesmo, e
com isso também avaliaram caracteristicas relacionadas a estrutura. Mi et al. (2000)
sintetizaram uma nova rede baseada em quitosana reticulada com o agente genipina
para investigarem o mecanismo de rea¢do que ocorre no processo de formagéo da
rede reticulada entre ambos.

Com relacao ao espectro de FTIR do hidrogel
quitosana/genipina/vancomicina (HQGV) (Figura 21e) pode-se observar que houve
crescimento da banda de absorgdo em 1649 cm™ e um desvio observado referente a
mesma banda de 1634 cm' para 1649 cm’' correspondente a vibracdo de
alongamento do grupo carbonilo C=0 dos grupos amida (amida |), presentes nas
unidades acetiladas da quitosana. A absorgdo em 1634 cm' relacionada ao
alongamento do grupo C=0 sugere que o0 grupo carbonila presente na estrutura da

genipina reagiu com o grupo amina primaria da quitosana para formar uma amida
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secundaria, caracteristica essa que corrobora com a literatura (Dimida et al., 2017;
Lépez-Iglesias et al., 2019).

As bandas de absorgdo em torno de 1581 e 1589 cm' referentes a vibragao
de deformacédo da ligacdo N-H das aminas primarias presentes nas unidades
desacetiladas da quitosana e a vibracdo aromatica do grupo C-C presente na
vancomicina ndao aparecem no espectro do (HQGYV) indicando possivelmente que
ocorreu uma reagao entre os grupos N-H e C-C da quitosana e vancomicina,
respectivamente. As principais bandas da vancomicina O-H, C=0, C=C, C-O, C-C
em 3270, 1649, 1490, 1233 e 1589 cm™ respectivamente, ndo podem ser
observadas no espectro do (HQGV) devido a sobreposicido com as bandas da
quitosana.

A absorgcdo em 2343 cm’ atribuida ao grupo CO: referente ao ar
atmosférico presente durante a andlise observada no espectro da genipina também
pode ser observado nos hidrogéis quitosana/genipina, porém quanto aos hidrogéis
quitosana/genipina/vancomicina essa absor¢cdo em 2343 cm™' presente no espectro
da genipina ndo foi mais observada.

Segundo Dhawade e Jagtap (2012) e Ordikhani et al. (2014) a agua forma
uma ligacao de hidrogénio intermolecular com a quitosana através dos grupos amina
e hidroxila, o que pode vir a causar deslocamentos de picos. A ligacao de hidrogénio
entre a quitosana e o glicopeptideo vancomicina causa apenas uma leve mudanca
na posicao do pico. Portanto, sugere-se que ndo ocorreram interagées quimicas
importantes entre a matriz e a droga, o que levaria a uma mudanga estrutural nos
constituintes. O alongamento hidroxilico foi mais pronunciado no hidrogel o que pode
estar associado as pontes de hidrogénio presentes tanto na quitosana quanto na
vancomicina (Yao et al., 2013). Todas as absorcbes e atribuicbes referentes a
(HQG) e (HQGV) estao ilustradas resumidamente na Tabela 6.

Tabela 6 - Numero de onda e bandas de absorcao referente aos hidrogéis.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3600 - 3000 Aumento Intensidade O-H
1634 Alongamento C=0

4.2 Difracao de raios X (DRX)
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Na Figura 22 encontra-se o difratograma de raios X da quitosana. De acordo
com o difratograma pode-se observar dois picos cristalinos, um em 26 = 10,7°
menos intenso e com aspecto mais largo, € o outro em 206 = 20,6° de maior
intensidade, ambos observados na ficha padrdao (JCPDS: 00-068-1181) da
quitosana. De acordo com essas caracteristicas, pode-se dizer que a quitosana é
considerada um material semicristalino.

Segundo Saita et al. (2012), Huang et al. (2017), Bakshi et al. (2018) e Fan et
al. (2018), a cristalinidade observada na quitosana é explicada pelo fato de sua
estrutura molecular apresentar certa regularidade e também a presenca dos grupos -
NH> e OH que conferem fortes ligacbes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular, o que acaba acarretando mais estabilidade e ordenacéo na estrutura
da cadeia polimérica, e como resultado a presenca de regides cristalinas na

estrutura molecular da quitosana.
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Figura 22 - Espectro de difragao de raios X da quitosana.

Estes mesmos picos e caracteristicas também foram observados nos
difratogramas obtidos por Fan et al. (2018) ao realizarem a sintese de derivados de
quitosana a partir da enxertia de grupos poliaminoetila e dietoxifosforila como
estratégia de melhorar o potencial de protonacdo e com isso aumentar a atividade
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antifungica da quitosana, e por Li et al. (2013) ao sintetizarem um complexo de
quitosana reticulada com glutaraldeido com o intuito de avaliar a atividade
antibacteriana contra o Complexo Burkholderia cepacia (Bcc). Demetgll e Beyazit
(2018) também ao sintetizarem uma quitosana modificada com anel de cromona de
Base de Schiff (CSCH) e seu derivado reticulado com tereftalaldeido (TP) para
avaliar o seu efeito antioxidante observaram também esses picos.

Na Figura 23 encontra-se o difratograma de raios X do agente reticulante
genipina. Pode-se observar picos mais agudos e intensos representando uma maior
cristalinidade da genipina em estudo, e estando de acordo com a ficha padrao
(JCPDS: 00-008-0508). Pouco é falado na literatura a respeito da caracterizacao
estrutural por DRX da genipina, mas essas mesmas caracteristicas foram
observadas por Zeng et al. (2015) ao sintetizarem microesferas de fibroina de seda
(SF) com quitosana (CS) utilizando diferentes concentracées do agente reticulante
genipina, e realizando um estudo comparativo com microesferas de quitosana pura
quanto a eficiéncia de encapsulacao e taxa de libertacao controlada, e com isso
buscando também analisar as propriedades fisicas e quimicas das microesferas.
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Figura 23 - Espectro de difracdo de Raios X da genipina.

40

Luo et al. (2015) ao prepararem microesferas de quitosana (CsMs) pelo
método de reticulacdo de emulsdo com uso da genipina (Gp) para estudos in vitro da
liberacdo controlada de salidroside (SAL) e Zhang et al. (2011) ao realizarem uma
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investigagdo comparativa quanto a absor¢éo intestinal do complexo de inclusdo
genipina/hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) com o da genipina também
observaram 0s mesmos picos caracteristicos na difracao de raios X da genipina.

Na Figura 24 encontra-se o difratograma de raios X da vancomicina. Pode-
se observar uma banda larga em 206 = 15° a 30° indicando a caracteristica amorfa do
material. Essa mesma observacao foi reportada por Jarquin-Yanez et al. (2017) ao
realizarem uma otimizacdo por experimento fatorial 22 em microparticulas de
quitosana para servir como carreador da vancomicina para possivel aplicagdo no
tratamento de doencas periodontais; e por Saidykhan et al. (2016) ao
desenvolverem um sistema com nanoparticulas de aragonita, derivadas da casca de

berbigao, carregadas com vancomicina (VANPSs) para tratamento da osteomielite.
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Figura 24 - Espectro de difragao de raios X da vancomicina.

4.3 Analise Termogravimétrica (TG)

Na Figura 25 encontra-se a analise termogravimétrica TGA das matérias-

primas: quitosana (Qs), genipina (Gp) e vancomicina (V).
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Figura 25 - Analises termogravimétricas das matérias-primas: quitosana (Qs), genipina (Gp)
e vancomicina (V).

Pode-se observar na curva TG referente a quitosana (Qs) (Figura 25) que a
amostra apresenta dois eventos principais de decomposicdo. O primeiro evento
ocorre na faixa de 30 a 152°, apresentando uma perda de massa de 13%, e com
relagdo ao segundo evento que ocorre na faixa de 239 a 384°C apresenta uma
perda de massa de aproximadamente 50%.

O primeiro evento presente em Qs € atribuido a evaporagcdo da agua
(Kumari e Dutta, 2010), e o0 segundo evento pode estar relacionado a decomposigcéao
que pode ser atribuida a desidratagdo complexa dos anéis de sacarideos,
despolimerizagdo e decomposigéo pirolitica da estrutura do polissacarideo (Paulino
et al., 2006; Klein et al., 2016; Liang et al., 2019).

Essas observacdes estdo compativeis com a literatura: Kumari e Dutta (2010)
ao prepararem scaffolds de quitosana reticulados com a genipina pelo método de
secagem com diéxido de carbono supercritico para estudo da atividade fisico-
quimica e biolégica dessas estruturas para aplicagdes de engenharia de tecidos.
Liang et al. (2019) ao produzirem um filme a base de quitosana com plaquetas de
montmorilonita (MMT) baseados na estrutura em camadas do nacar. Felfel et al.
(2019) ao produzirem scaffolds 3D a partir de misturas de quitosana-agarose (Ch-
Agrs) para investigacdo da correlagdo entre propriedades de caracteristicas

estruturais e mecanicas.
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Com relacdo a analise termogravimétrica referente a genipina (Gp) (Figura
25), pode-se observar a ocorréncia de um evento principal de decomposicdo que
ocorre em uma faixa de 152 a 272° com 44% de perda de massa. Esta etapa de
decomposicao esta relacionada a etapa de desidratacao (Flores et al., 2019). Essas
mesmas caracteristicas termograficas também foram obtidas e observadas por
Meena et al. (2007) ao prepararem um hidrogel de kappa-carragenina com utilizagao
do agente reticulador genipina e por Zhao et al. (2013) ao utilizarem a técnica de
precipitacdo com o anti-solvente n-hexano para producao de pé micromizado de
genipina.

Por meio da curva termogravimétrica da vancomicina (Figura 25) pode - se
observar a ocorréncia de trés eventos em diferentes aquecimentos e com distintas
perdas de massas, 0 que também foi observado por Ghaffar et al. (2019) ao
sintetizarem estruturas organicas metalicas (MOFs) revestidas com quitosana para
atuar como sistema carreador do antibiético vancomicina e potencializar sua agao no
tratamento contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus. O primeiro evento
ocorre em uma faixa de 37 a 151° com 14% de perda de massa, em seguida o
segundo em uma faixa que vai de 176 a 314°C com uma perda de massa de 19%, e
por fim o terceiro evento que ocorre em uma faixa de 317 a 480°C com uma perda

de massa de 34%.

4.4 Ensaio de Liberacao do Farmaco Vancomicina

Na Tabela 7 estdo expressas as porcentagens liberadas do farmaco nos
hidrogéis H1, H2, H3 nos intervalos de tempo de 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300
minutos. Pode-se observar que decorridos uma semana (7 dias) de armazenamento
do hidrogel, a liberagcao do farmaco apds os 300 minutos foram proximos indicando
que nao ocorreu degradagdo do farmaco em virtude do armazenamento nas

condicoes realizadas no presente trabalho.



Tabela 7 - Percentual de liberacao do farmaco vancomicina.
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%Liberacao

H1 H2 H3
Tempo (min) 12 22 1a oa 12 oa
Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura
5 15,62 18,72 20,59 22,64 21,30 30,49
15 35,21 2413 26,71 48,16 36,51 41,85
30 47,29 48,12 34,58 60,83 41,28 47,07
60 78,47 45,47 60,06 61,43 63,38 70,49
120 75,15 83,63 66,25 74,53 82,44 61,38
180 84,90 76,89 78,12 89,49 75,38 78,60
240 89,17 82,05 96,99 92,94 95,10 93,93
300 87,69 89,38 95,30 87,68 91,21 96,54

Na Figura 26 encontra - se o comportamento cinético das liberagdes do

farmaco.
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Figura 26 - Perfil cinético da liberagao do farmaco vancomicina adsorvido nas matrizes dos
hidrogéis H1, H2, H3; (A) 1° leitura (B) 2° leitura.

Pode-se observar na Figura 26 que o comportamento da liberacdo do

farmaco foi similar independente da forma como foi adicionado, bem como, do

periodo de armazenamento. Foi possivel observar por meio dos perfis cinéticos de

liberacdo do farmaco vancomicina que ocorreu inicialmente uma liberagcdo mais

rapida, nos 150 minutos, (2,5 h), e que logo apos esse periodo, a liberagao se tornou

mais lenta até ao final do tempo observado de 300 min (5 h).

A literatura reporta que um sistema de liberagdo de farmaco ideal € aquele

que fornece doses efetivas de farmaco ao local de tratamento, atuando de forma

preventiva na protecdo do biomaterial, evitando a adeséo, a colonizagdo, o biofilme,

e posteriormente, a proliferacdo bacteriana, e que ao mesmo tempo possibilite uma

liberacdo continua em periodos prolongados, pois a formacao de capsulas fibrosas
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protetoras e a integracdo de tecidos ocorrem em um periodo de tempo mais
distante, semanas a meses, ap0s a implantacdo do biomaterial (Liu et al., 2002; Wu
e Grainger, 2006; Neufeld e Bianco-Peled, 2017).

No entanto, os ensaios realizados mostraram que nao houve 100% de
liberacao de vancomicina mesmo em tempos maiores. A mesma observacéao foi feita
por Lopez-lglesias et al. (2019) quando desenvolveram esferas de aerogel de
quitosana carregadas com vancomicina testadas como uma formulagdo potencial
para tratar e prevenir infeccoes em feridas, indicando que tal fato pode estar
associado a interacdo do farmaco com a estrutura da quitosana através de ligacoes
de hidrogénio.

Observacao também verificada por Zhao et al. (2014) que produziram um
hidrogel baseado em quitosana reticulado com Dextran enxertado com acido
maleico pela reacdo de adicao de Michael, utilizando como farmaco a vancomicina
para prevencdo de infeccoes em feridas, e observaram que a medida que a
quantidade do polissacarideo Dextran diminuia nos hidrogéis a quantidade de
farmaco liberado aumentava, indicando que ocorre interacdo entre
vancomicina/polissacarideo, acarretando com isso alteracdo no comportamento de
liberacao do farmaco. O que pode estar relacionado fortemente a interagdo dos

grupos hidroxilas presente na estrutura da vancomicina com o Dextran.

4.5 Analise Estatistica

Para sabermos se houve diferenga significativa quanto aos métodos
utilizados na adigdo da vancomicina ao hidrogel, os resultados das médias das
analises da metodologia de adi¢cdo do farmaco vancomicina com o tempo de 300
minutos no ensaio de liberacdo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
(Tabela 8), e ao teste de Tukey ou teste t. Ambos os testes com nivel de
significancia de 5% de probabilidade e com 95% de confiabilidade com o auxilio do
software estatistico PAST verséo 3.23 (Hammer et al., 2001) descritos na Tabela 9.
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Tabela 8 - Teste Analise de Variancia (ANOVA) para ordem de adicdo do farmaco
vancomicina.

Causas da Grau de Soma dos Quadrado Valor de Valorde F Critico
Variacao Liberdade Quadrados Médio F P (Fa)
Ordem 2 28,66 14,33 0,9627 0,4754 9,5521
Outros 3 44 .65 14,88
fatores
Total 5 73,31

Com a analise de variancia ou ANOVA é possivel investigar e comparar a
existéncia de diferencas significativas entre as médias de amostras. Em caso em
que o valor de F observado seja maior que o F critico (Fa), e que o valor de
significancia P < 0,05 pode-se concluir que as médias amostrais estudadas
apresentam diferencas significativas. Porém a analise de variancia diz se existe ou
nao diferengas entre os tratamentos ou fatores, mas nao diz quais fatores difere(m)
um do(s) outro(s). Sendo assim, o teste de Tukey foi utilizado para confirmar se
houve diferenca entre as metodologias de adicdo do farmaco vancomicina aos
hidrogéis (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparagao entre as médias dos métodos de adicao do farmaco vancomicina
aos hidrogéis.

Ordem Média
H1 88,54+1,192
H2 91,49+5,392
H3 93,88+3,772

*Valor obtido por diferengca a partir da andlise prévia individual dos métodos de adicdo da
vancomicina. Letras minusculas sobrescritas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente
entre as formula¢des estudadas (P > 0,05).

Diante os resultados obtidos podemos observar que a ordem com que a
vancomicina € adicionada ao sistema carreador hidrogel ndo é um fator
preponderante para alterar ou modificar a quantidade final liberada do mesmo, ou
seja, ndo ha alteracéo significativa quanto a quantidade de farmaco liberada quando
alterado sua ordem de colocacédo ao hidrogel. Resultado confirmado pelo teste de
Tukey (Tabela 9) onde pode-se observar pelos valores das médias que nédo houve

diferenca observada entre as metodologias de adicao do farmaco.
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4.6 Modelos Matematicos para Cinética de Liberacao de Farmacos

Na Figura 27 estdo expressos os modelos matematicos para cinética de

liberacdo do farmaco vancomicina.
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Figura 27 - Modelagem matematica da liberagao do farmaco vancomicina adsorvido nas

matrizes dos hidrogéis: (A) quantidade liberada de vancomicina (%), (B) Ordem zero, (C)

Modelo Higuchi, (D) Modelo Korsmeyer-Peppas, (E) modelo de Kopcha e (F) Modelo de
Makoid-Banakar, (G) Modelo Hixson—Crowel, (H) Modelo Hopfenberg.
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O comportamento da porcentagem liberada da vancomicina sugere
caracteristicas de uma liberacdo que alcanca uma saturacao marcada pelo equilibrio
da concentragdo do medicamento, como apresentada na Figura 27a. A aplicacao
dos modelos cinéticos de ordem zero, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Kopcha, Makoid-
Banakar, Hixson-Crowell e Hopfenberg sdo apresentados nas Figuras 27b, 27c, 27d,

27e, 271, 279 e 27h, respectivamente.

A partir da Figura 27b, observa-se que o modelo de ordem zero, uma vez que é um
modelo linear, ndo descreve o processo de liberacdo da vancomicina presente na
matriz dos hidrogéis. As outras modelagens matematicas foram realizadas com
parametros de uma funcdo nao linear, e pdde-se observar ajustes mais préximos

entre as observagdes experimentais e as fungdes nao lineares.

A Tabela 10 apresenta os resultados alcancados aplicando os modelos de
Ordem zero, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Kopcha, Makoid-Banakar, Hixson-Crowel
e Hopfenberg aos hidrogéis.

Os resultados dos estudos de ajuste de curva revelaram que o farmaco
vancomicina (V) liberado pela matriz polimérica do hidrogel pode ser descritos por
alguns dos modelos anteriores. O maior coeficiente de correlagdo (R?) determinou o
modelo matematico mais adequado que segue a cinética de transporte do farmaco
da matriz polimérica (Gouda et al., 2017). Sendo assim, o modelo matematico que
apresentou o melhor ajuste de modelo para as formulagdes H1, H2 e H3, com R?na
faixa de 0,97-0,99 foi o modelo Makoid-Banakar, e posteriormente 0 modelo de
Korsmeyer-Peppas e o de Kopcha (Figura 27 e Tabela 10).

A partir da classificacéo difusional de fluidos em hidrogéis, pode-se entender
e classificar perfis cinéticos de liberagdo de farmacos a partir de polimeros (Ritger e
Peppas, 1987; Krsti¢ et al., 2014). O expoente indicativo do mecanismo de liberagcédo
(n) do modelo Korsmeyer-Peppas conforme evidenciado na Tabela 10 foi menor que
0,5 (n <0,5) para H1, H2 e H3, sendo assim, a liberagdo do farmaco vancomicina
nas matrizes dos hidrogéis estudados sao realizados pelo mecanismo de difuséo
Fickiana, mediante confirmagédo obtida na literatura (Fu e Kao, 2010; Hernandez-
Montelongo et al., 2014; Duarah et al, 2017; NeSovi¢ et al., 2019; Teimouri e
Kasapis, 2020).
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Tabela 10 - Resultados dos Ajustes dos Modelos Matematicos dos perfis de liberacao do
Farmaco Vancomicina.

Materiais Ordem zero Higuchi Korsmeyer-Peppas
Ko R2 KH R2 KKP R2 n
(min™") (%/min'2) (%/min")
H1 0,2151 0,77 6,0099 0,81 14,7605 0,95 0,32564
H2 0,2221 0,86 6,1863 0,83 15,5767 0,98 0,32062
H3 0,2133 0,87 6,1906 0,76 17,1076 0,97 0,30231
Kopcha Makoid-Banakar
A B R? Kwvs R? C n
(%/ min'2)  (%/min) (%/min)
H1 9,9574 -0,2811 0,99 7,9079 0,99 0,00211 0,52965
H2 9,7833 -0,2561 0,98 12,7245 0,99 6,9291 0,38724
H3 10,0103 -0,2719 0,95 15,7742 0,97 2,9002 0,3295
Hixson-Crowell Hopfenberg
Khc R? Kua R? n*10*
(Y%/min'")

H1 4,17*10°3 0,76 9,6801 0,86 1,6484

H2 4,07*10°3 0,70 9,6356 0,81 1,6680

H3 4,27*10°3 0,59 9,7674 0,73 1,7416

De acordo com Krsti¢ et al. (2014), o valor de n<0,5 pode estar associado a taxa de
difusdo que foi controlada pela taxa de transporte de massa devido ao gradiente de
concentragao do farmaco, o que é caracteristico de um sistema de difusao Fickiana.
No entanto, houve uma pequena diferenga entre os valores de Kkp quando eles sao
comparados em funcao da ordem de adi¢do do farmaco vancomicina a solugéao base

de quitosana.

Os perfis do farmaco vancomicina no H3 mostraram valores de Kkp
significativamente mais altos do que os hidrogéis H1 e H2, o que pode estar
coerente com uma liberagcdo um pouco mais rapida. Além disso, como Kkp esta
relacionado a interacdo farmaco / polimero (Hernandez-Montelongo et al., 2014),
esses resultados confirmariam que existe uma interacdo diferente dependente da
ordem de adi¢ao do farmaco vancomicina na solu¢ao base de quitosana.



74

Esse resultado quanto ao mecanismo de liberagdo envolvido no sistema é
apoiado pela avaliacdo das proporcoes dos termos A / B oriundos do modelo
Kopcha (Tabela 10), pois este mesmo modelo de Kopcha também pode ser usado
para quantificar as contribuicoes relativas da difusdo e relaxamento do polimero para
a liberacao do farmaco vancomicina, ou seja, 0 mecanismo subjacente de transporte
de massa. Sendo assim, os dados da Tabela 10 mostram claramente que o valor de
A foi muito superior ao de B para todos os hidrogéis investigados; isso sugeriu que a
liberacao do farmaco vancomicina era predominantemente controlada por um
processo difusivo (Krsti¢ et al., 2014).

O modelo Makoid-Banakar é considerado semelhante ao de Korsmeyer-
Peppas quando o valor o valor do parametro C se aproxima de zero (Nesovi¢ et al.,
2019). O modelo Makoid-Banakar proporcionou um melhor ajuste para os dados
experimentais, como mostrados pelos valores mais altos de R2? (Tabela10).
Obviamente, os valores do parametro C para H1 (0,00211),H2 (6,9291), e H3
(2,9002) foram bem distintos, com o valor mais baixo e mais proximo de zero o H1,
indicando uma semelhanga com o modelo de Korsmeyer-Peppas.

E possivel observar a partir da (Tabela 10) que o pardmetro n Makoid-
Banakar decresceu H1 (0,52965), H2 (0,38724), e H3 (0,3295) a medida que os
valores de kuws aumentaram para H1 (7,9079), H2 (12,7245), e H3 (15,7742)
indicando liberacao mais rapida da vancomicina no hidrogel H3. O que pode estar
associado ao fato de que a adigdo da vancomicina ao mesmo tempo, ou antes, a
adicao do agente reticulante (H1 e H2) proporcionou um maior encapsulamento do
farmaco na matriz polimérica formada durante a reticulagdo da quitosana, limitando
o transporte de massa da vancomicina. Enquanto que, para a amostra H3, onde o
farmaco foi adicionado apos a reticulagdo, 0 medicamento encontra-se absorvido na
matriz polimérica, ndo apresentando limitacdo na liberagdo em funcdo da cadeia
reticulada.

Duarah et al. (2017) também observaram o0 mesmo comportamento quanto
ao parametro n e os valores de kus ao desenvolverem uma formulacdo onde a
vitamina C foi encapsulada com nanoparticulas poliméricas de etil celulose (EC) e,
posteriormente, incorporada nas preparagbes de gel hidroxilpropilmetilcelulose
(HPMC), obtiveram o valor de K para as formulagdes de gel 2,82, 2,521 e 2,142 para
G1, G2 e G3, respectivamente, valores estes considerados altos pelos autores.
Concluiram que os valores obtidos revelam que as liberacdes realizadas nos géis
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nao se baseiam em nenhum mecanismo de liberacao unica. O valor de kve superior
pode indicar que a liberacdo no sistema também ocorra por um rebento da matriz,
ou seja, outros mecanismos envolvidos na liberagéo.

NeSovi¢ et al. (2019) ao sintetizarem nanoparticulas de prata (AgNPs) por
reducdo eletroquimica in situ de ions Ag*, em matrizes de poli (alcool
vinilico)/quitosana/grafeno (PVA / CHI / Gr), formando hidrogéis com diferentes
concentragbes de quitosana, destinado a aplicacbes biomédicas como curativos
antibacterianos, também observaram que o parametro n decresce a medida que os
valores de kve aumentam, onde o parametro n Makoid-Banakar foi menor para
3.9Ag/PVA/0.1CHI /Gr (0.130) do que para 3.9Ag/PVA/0.5CHI/Gr hidrogel (0.581),
indicando liberacdo mais rapida de prata do hidrogel com menor quantidade de

quitosana.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

o Com base nos resultados dos espectros de FTIR os materiais estudados
apresentaram as bandas de absorcao das ligagdes caracteristicas de cada material.
Os difratogramas de DRX confirmaram a formacdo das fases semi-cristalinas da
quitosana e cristalinas da genipina. A vancomicina mostrou-se com caracteristica
amorfa. Quanto aos dados das andlises termogravimétricas revelaram
comportamentos térmicos caracteristicos dos materiais estudados, cujos eventos
sdo caracteristicos de alteracbes massicas do material quando submetidos ao
tratamento térmico.

o O comportamento das liberacées do farmaco foram similares independentes
da ordem que foi adicionado o farmaco e o reticulante.

o As liberacbes do farmaco apés os 7 dias foram préximas indicando que nao
ocorreu degradacao do farmaco.

o Os modelos matematicos que apresentaram o melhor ajuste as observagdes
experimentais foram os que apresentaram fungbes nao-lineares por melhor
descreverem o0 comportamento da liberagdo da vancomicina nas matrizes

poliméricas desenvolvidas.

o O modelo de dissolugao farmacocinética de Makoid-Banakar apresentou os
melhores valores de coeficiente de correlagéo (R?), seguido do modelo de Kopcha e

Korsmeyer-Peppas.

. A partir do expoente indicativo do mecanismo de liberacao do farmaco (n) dos
modelos de Makoid-Banakar e Korsmeyer-Peppas, e das razbes do termo A/B,
derivadas do modelo de Kopcha, foi possivel concluir que a liberagdo do farmaco
vancomicina no sistema hidrogel segue o mecanismo de liberacao pelo processo de
difusdo, ou seja, a taxa de transporte de massa € devido ao gradiente de

concentragédo do farmaco vancomicina (difusdo Fickiana).
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o A utilizagdo de um sistema carreador a base de quitosana e genipina para
liberacao controlada da vancomicina é promissor, uma vez que, possivelmente o
biomaterial produzido evitara a adesdo, colonizacdo e posterior proliferacdo de

bacteriana.
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APENDICES

Apéndice A - Curva de calibracao do farmaco vancomicina

Para a curva de calibragao do farmaco (Figura 28), uma quantidade de 0,01
g do farmaco foi diluida em 50 mL da solucdo tampao PBS com pH 7.4, obtendo
assim uma solugcao de concentracao 200 ug/mL. A partir desta solugao foram feitas
diluicdes obtendo solugdes do farmaco nas seguintes concentragdes: 200 pg/mL;
100 pg/mL; 50 pg/mL; 25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625
ug/mL; 0,78125 pg/mL; 0,390625 pg/mL. Essas concentracbes foram entao

utilizadas para a construcao da curva de calibracao do farmaco vancomicina.
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Figura 28 - Curva de calibragdo do farmaco vancomicina.

Pelo grafico da curva de calibracdo do farmaco foi possivel encontrar a equagéo da
reta: y = 0,004x. Onde o y representa a absorbancia e x a concentragdo. O
coeficiente angular € 0,004. Podendo-se afirmar que nessa faixa linear aplica-se a lei
de Lambert Beer. Qualquer valor de absorbéncia fora do intervalo estudado deve-se
diluir a solucao liquida contendo o farmaco para conseguir obter valores confiaveis
de absorbancia e consequentemente das concentracées. As leituras das
absorbéancias dessas concentragfes, foram realizadas em espectrofotometro Bel
Photonics 2000 UV, na regido do ultra visivel no comprimento de onda maximo de
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284 nm. Este comprimento foi determinado apés a leitura da solucédo do farmaco no
espectrofotobmetro no intervalo entre 210 a 300nm.
Apéndice B - Calculos utilizados para determinagdo da porcentagem liberada do

farmaco vancomicina no hidrogel.
Calculo da Absorbancia (ABS) corrigida:

ABS corrigida = (ABS amostra - ABS branco)
O branco ¢ a solucao tampao PBS em pH 7.4

Calculo da concentracao:
y = 0,004x

Onde y e x sdo os valores da absorbancia e da concentragao respectivamente. As
absorbancias encontradas na leitura feita pelo espectrofotometro em cada tempo
estudado sao substituidas na equacgao da reta y = 0,004x.

Calculo da concentracao corrigida

Para o calculo da concentragao corrigida, foram pegos os valores das absorbancias
fora do intervalo estudado e feito a diluicdo das solugdes liquidas contendo o
farmaco para conseguir obter valores confidveis de absorbancia e

consequentemente das concentracdes.

Concentracao corrigida = Fator de diluicdo * Concentracao
*Fator de diluigdo utilizado =11OTmLL,Iogo o Fator de diluicdo = 10
Calculo da Massa

M = Concentragdo corrigida do sistema * Volume do sistema

O volume do sistema utilizado foi de 20mL do tampao PBS com pH 7.4

Calculo da % Liberada
Célculos estequiométricos para os trés hidrogéis: H1, H2 e H3.

Hidrogel H1:
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Peso total do hidrogel: 21,08 g de Hidrogel
Peso do farmaco: 0,2 g do Farmaco

Relacao de Massa de Hidrogel e Farmaco: RFH

0,2 gdeFarmaco gdeFarmaco
RFH = —=3ceramace. 4876622
21,08 gdeHidrogel O 00948 66gdeHldrogeI

gde Farmaco

Massa de FH = 1 g de Hidrogel * 0,00948766 o de Hdrogel, 0go

Massa de FH = 0,00948766 g de Farmaco —» ¢é a massa total que pode ser

liberada no sistema.

Hidrogel H2
Peso total do hidrogel: 21,92 g de Hidrogel
Peso do farmaco: 0,2 g do Farmaco

Relacao de Massa de Hidrogel e Farmaco: RFH

_ 0,2 gdeFarmaco gdeFarmaco
RFH = 21,92 gdeHidrogel O 0091 2408769deHldrogeI

= i * g de Farmaco
Massa de FH = 1 g de Hidrogel * 0,0091240876 S do Hdrc)gel,logo

Massa de FH = 0,0091240876 g de Farmaco — € a massa total que pode ser

liberada no sistema.

Hidrogel H3
Peso total do hidrogel: 22,22 g de Hidrogel
Peso do farmaco: 0,2 g do Farmaco

Relacao de Massa de Hidrogel e Farmaco: RFH

0,2 gdeFarmaco gdeFarmaco
RFH = 22,22 gdeHidrogel O 0090009001 gdeHidrogel

. * g de Farmaco
Massa de FH = 1 g de Hidrogel * 0,0090009001 m,logo

Massa de FH = 0,0090009001 g de Farmaco —» ¢é a massa total que pode ser

liberada no sistema.
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