UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS

OBTENGCAO DE BIOMATERIAL PARA LIBERAGAO DE FENTICONAZOL, NO
TRATAMENTO DA VAGINITE FUNGICA

Venturielso Ventura Gomes

Campina Grande - PB
2017



Venturielso Ventura Gomes

OBTENGAO DE BIOMATERIAL PARA LIBERAGAO DE FENTICONAZOL,
NO TRATAMENTO DA VAGINITE FUNGICA

Dissertagcao apresentada ao Programa de
P6s Graduacédo em Ciéncias e Engenharia
de Materiais como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
e Engenharia de Materiais.

Orientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook

Campina Grande - PB
2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTERALDATFCG

G6330 Gomes, Venturielso Ventura.
Obtencio de biomaterial para liberacio de fenticonazol, no tratamento da
vaginite fingica / Venturielso Ventura Gomes. — Campina Grande, 2017,
53 f -1l color.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) — Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Ciéncias e Tecnologia, 2017.

"Ornentagio: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook™

Referéncias.

1. Candidiase. 2. Carreadores de Farmacos. 3. Biopolimeros. 1. Fook, Marcus
Vimicius Lia 1T Titulo.

CDU 620.1:616.992(043)




VITAE DO CANDIDATO

Venturielso Ventura Gomes

e Meédico pela Universidade Federal da Paraiba — UFPB em (2003);

e Especializagdo em Ginecologia e Obstetricia — UEPB em (2008);



VENTURIELSO VENTURA GOMES

OBTENCAO DE BIOMATERIAL PARA LIBERAGAO DE FENTICONAZOL, NO
TRATAMENTO DA VAGINITE FUNGICA

Dissertacao apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncia e
Engenharia de Materiais como requisito
parcial a obtencéo do titulo de Mestre
em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Aprovado em: 27/09/2017

JW i e

Dr. Marcus Vinicius Lia Fook
Orientador
PPG-CEMat/UAEMa/UFCG

Luanna Abilio lguiades Medeiros
Examinadora Externa
UFCG/CSTR

PO |
Dr. Marc Iy JorGe Cavalcé'rrrrd' Sa
inador Externo
FCG/CSTR

Dr.




RESUMO

A vaginite fungica € um processo infeccioso e/ou inflamatdrio do trato geniturinario
inferior feminino. No tratamento sdo usados antifungicos por via oral e vaginal,
dentre eles o Fenticonazol. Sistemas de liberacdo de farmaco vém sendo utilizados
como uma alternativa de tratamento eficaz, diminuindo os efeitos colaterais. Este
trabalho objetivou obter, avaliar e caractetizar um biomaterial para liberagao
intravaginal do fenticonazol. Foram obtidos “scaffold” de
quitosana/fenticonazol/gelatina na forma de o6vulos utilizando o método de
liofiizagdo. As amostras foram neutralizadas com hidroxido de aménia e
caracterizadas por Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Grau de intumescimento e
Biodegradagdo. Por meio do ensaio de MO e MEV observou-se que a adigao de
gelatina e do farmaco alterou a morfologia das amostras, contribuindo para
densificagdo e consequentemente no tamanho dos poros dos arcabougos. A
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X e a Espectroscopia na Regidao do
Infravermelho por Transformada de Fourier comprovaram a incorporacao do
farmaco. O Grau de Intumescimento foi maior na amostra quitosana/farmaco o qual
se justifica pelas estruturas em aspecto de rede ou fibrilares. Quanto ao ensaio de
Biodegradacao, observou-se que as amostras quitosana/farmaco apresentaram
menor perda de massa quando comparado com as demais amostras. Desta forma
pode-se concluir que foi possivel obter um biomaterial utilizando polimeros
biodegradaveis com sistema liberacao de fenticonazol.

Palavras - chave: Candidiase. Carreadores de farmacos. Biopolimeros.



ABSTRACT

Fungal vaginitis is an infectious and / or inflammatory process of the female
genitourinary tract. In the treatment oral and vaginal antifungal agents are used,
among them the Fenticonazol. Drug delivery systems have been used as an effective
treatment alternative, decreasing the side effects. This work aimed to obtain,
evaluate and characterize a biomaterial for intravaginal release of fenticonazole.
Were obtained scaffold of Chitosan / phenticonazole / gelatin in the form of ova
using the lyophilization method. The samples were neutralized with ammonium
hydroxide and characterized by Optical Microscopy (OM), Scanning Electron
Microscopy (SEM), X-ray Dispersive Energy Spectroscopy (EDS), Infrared
Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR), Swelling Degree and Biodegradation.
By means of the MO and MEV assay it was observed that the addition of gelatin and
the drug altered the morphology of the samples, contributing to densification and
consequently to the pore size of the scaffold. X-ray Dispersive Energy Spectroscopy
and Fourier Transform Infrared Spectroscopy proved the incorporation of the drug.
The degree of swelling was higher in the chitosan / drug sample, which is justified by
the network or fibrillar aspect structures. As for the Biodegradation assay, it was
observed that the chitosan / drug samples presented lower mass loss when
compared to the other samples. In this way it can be concluded that it was possible
to obtain a biomaterial using biodegradable polymers with phenticonazole release
system.

Keywords: Candidiasis. Drug carriers. Biopolymers.
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1 INTRODUGAO

A vaginite fungica € um processo infeccioso e/ou inflamatério do trato
geniturinario inferior feminino. Desenvolve-se em decorréncia da infecgdo por
leveduras que podem ser habitantes normais da mucosa vaginal, sendo a Candida
albicans o agente etiologico mais comum. Prurido, leucorréia, placas
esbranquicadas, edema e eritema na vulva e vagina tém sido as manifestagbes
clinicas mais comuns nesse tipo de infecgdo (Feuerschuette et al., 2010; Chaves,
Santos e Cajueiro, 2015).

A sintomatologia das vulvovaginites fungicas ndo € patognomoénica e a
suspeita clinica pode ser confirmada por testes que evidenciam a natureza do
agente etioldgico. As vulvovaginites fungicas sdo mais frequentes em mulheres entre
18 e 34 anos de idade, ndo sendo observada correlagdo entre as espécies de
leveduras detectadas e a sintomatologia clinica (Rosa e Rumel, 2004; Boatto et al.,
2007).

A microbiota vaginal normal é rica em lactobacillus produtores de peroxido
(bacilos de Doderlein), os quais formam acido latico a partir do glicogénio, cuja
producao e secregao € estimulada pelos estrogénios. Esse mecanismo propicia uma
acidez adequada (pH 4,5) do ambiente vaginal, dificultando a proliferagdo da maioria
dos patdogenos. A Candida é excegao, pois prolifera em ambiente acido. Além do
equilibrio microbiolégico da microbiota vaginal, outros fatores contribuem para a
defesa vaginal: integridade da mucosa, presenca das imunoglobulinas A e G e dos
polimorfonucleados e mondcitos (Vall e Aimeida Filho, 2001).

Para o diagndstico correto, mulheres com queixa de sintomatologia vaginal
devem ser submetidas a avaliagdo padrdao com medida do pH vaginal, teste de
Whiff, microscopia a fresco e com hidroxido de potassio (KOH) a 10%
(Feuerschuette, 2010).

Para o tratamento da candidiase sdo usados agentes anti-fungicos por via
oral e vaginal, dentre eles o Fenticonazol creme a 2% que se apresenta como uma
boa alternativa. O fenticonazol na forma de 6vulo de 600 mg em dose unica se
mostrou eficaz e bem tolerado, constituindo uma opg¢ao valida no tratamento da
candidiase vulvovaginal. A encapsulacao de agentes antifUngicos em carreadores
nanoparticulados tem sido utilizada com o objetivo de alterar a farmacocinética dos

farmacos, possibilitando tratamentos mais eficazes e com menor incidéncia de
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efeitos colaterais. Alguns sistemas de liberacdo de farmacos destinam-se a liberar o
farmaco no organismo de modo que seja absorvido com rapidez e completamente,
enquanto outros devem liberar o principio ativo lentamente para que a acao do
farmaco seja prolongada (Vall e Almeida Filho, 2001; Stulzer et al., 2007).

A quitosana é um polissacarideo que vem sendo usado como sistema
polimérico na liberagdo de farmacos de diversas classes terapéuticas, tais como,
antibidticos, antiinflamatérios, antifungicos, anti-hipertensivos entre outras. Ela € um
polimero natural, biodegradavel, atoxico e devido as suas caracteristicas tem se
tornado um material potencialmente atraente para diversos usos, principalmente na
area farmacéutica. Ja foi desenvolvida membrana composta de alcool vinilico e
quitosana compativel com o sistema dermo-epidérmico, que mostrou possuir
caracteristicas biomecanicas compativeis com sua utilizagdo como substituto
dérmico e ser atoxico para as células (Almeida, 2009).

Capsulas de quitosana para liberacdo controlada de farmacos se comportam
como géis em solugdes de baixo pH e sdo adequados para liberagdo de farmacos
soluveis em agua. Outros trabalhos descreveram que as formulagdes orais
revestidas de quitosana flutuam e intumescem gradualmente em solugao de pH 1,2.
Salienta-se, ainda, que a quitosana e seus derivados apresentam algumas
vantagens importantes com relagcdo as atividades farmacolégicas, atuando como
antiacido, antiulcera, protegendo a mucosa gastrica e inibindo a adesao das
bactérias nas células epiteliais bucais e vaginais (Josué et al., 2000).

Algumas aplicag¢des farmacéuticas da quitosana séo limitadas por problemas
de hidrossolubilidade, uma vez que esta é insoluvel em agua em meio neutro,
condicdo em que enzimas fisioldgicas exercem sua atividade. Partindo do principio
que derivados de quitina e quitosana podem ser preparados a fim de se melhorar
sua solubilidade em agua, as aplicagbes destes polimeros podem aumentar
significativamente (Costa et al., 2006).

Assim, o presente trabalho objetivou obter um biomaterial, na forma de évulo,

para liberagao de fenticonazol, utilizado no tratamento da vaginite fungica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia Vaginal

A vagina refere-se a um 6rgdo de grande importancia, caracterizando-se por
ser um canal fibro muscular, na qual se estende do colo do utero até o vestibulo do

orificio vaginal, podendo medir cerca de 8 cm a 10 cm de comprimento com 3 mm de

espessura média, como se apresenta na Figura 1 (Baracho, 2007).

Inl'u'rdilbl.l"i:l
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Figura 1 - Anatomia da

Vagina (Fonte:
https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-genital/sistema-genital-feminino
/vagina/, 2017).

Com relagao ao seu suporte, a vagina é suspensa através da inteiracdo dos
compartimentos anterior, posterior, superior e inferiormente, onde junto com sua
forca elastica promove equilibrio durante os movimentos de contracéo.
Anteriormente é suspensa pelo ligamento pubo-uretal, superiormente por meio do
arco tendineo da fascia endopélvica, posteriormente pelo ligamento uterosacral e

inferiormente por meio do musculo elevador do anus (Moreno, 2009; Bernardes,
2011).


https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-genital/sistema-genital-feminino%20/
https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-genital/sistema-genital-feminino%20/
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Em termos histolégicos, a vagina € constituida por quatro camadas distintas,
nas quais sao caracterizadas por um epitélio escamoso estratificado, camada tunica,
camada delgada de musculatura lisa e a camada adventicia, correspondente a
Figura 2. O epitélio escamoso estratificado refere-se a camada mais superficial é
plana, tal estrutura compdem-se por células ricas em glicogénio, porém n&o possui
agao secretora. Contudo, o epitélio vaginal sintetiza e acumula grandes quantidades
de glicogénio por meio do langamento no lumen da vagina quando essas células
naturalmente se descamam, onde posteriormente serdo metabolizadas por certas
bactérias e por os bacilos de Doderlein para a formacédo do acido lactico, no qual
este é responsavel pelo pH baixo normal da vagina (Souza, 2010; Junqueira e
Carneiro, 2013).

- = = - = = o=

1-Vasos capilares
2 - Artérias
3 - Veias

Epitélio escamoso
estratificado

Lamina

Camada Muscular

Adventicia

Figura 2 - Desenho esquematico da histologia vaginal (Adaptado de Neves e Bahia, 2006).

Ja a segunda camada é chamada de tunica, a qual é constituida por tecido
conjuntivo denso, contém abundancia em fibras de colageno e elastina, além de
conter uma grande quantidade de canais vasculares e linfaticos. A terceira camada
refere-se a uma delgada camada muscular lisa, sendo esta constituida por fibras
musculares lisas em ambas as direcdes, contendo feixes entrecruzados, como
também mais internamente seus feixes sdo dispostos circularmente e longitudinais.
A Ultima camada encontra-se disposta mais externamente sendo ela chamada de

camada adventicia, tal camada €& constituida por tecido conjuntivo areolar contendo
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e um extenso plexo de vasos sanguineos, as quais ainda se unem aos tecidos
conectivos adjacentes (Souza, 2010; Bernardes, 2011; Junqueira e Carneiro, 2013).

Entretanto, a vagina também pode ser dividida de acordo com a sua estrutura,
correspondendo em camadas, sendo elas: uma camada muscular, uma camada de
tecido conjuntivo frouxo e uma camada mucosa. Contudo, a face da mucosa vaginal
€ a camada em que se refere ao aspecto da vagina, apresentando duas cristas
longitudinais medianas, uma desposta anteriormente e outra posteriormente,
entretanto, a partir destas estendem-se numerosas rugas bilaterais transversas,
divididas ainda por sulcos e com profundidade variavel, no qual proporciona uma
aparéncia de papilas conicas na superficie interna da mesma. Tais rugas possui a
finalidade a percepcgao da dor por encontra-se varias terminagdes nervosas como
também a funcionalidade em permitir o processo de enchimento e esvaziamento da
bexiga, como também permite a sua extensdo para penetracdo peniana e a
distensdo da mesma por meio do reto para promover a passagem das fezes. Sabe-
se ainda que a parede vaginal ndo contém glandulas, contudo, o muco presente na
regiao vaginal provem das glandulas da cérvix uterina. As vezes pode ocorrer
alguma infeccdo ou inflamagcdo na vagina que sado denominadas de vaginite
(Baracho, 2007; Moreno, 2009; Souza, 2010).

2.2 Vaginite Fungica

A vaginite € um termo empregado para qualquer infecgdo ou inflamagéao na
vagina. A candidiase, que ¢é a infecgao causada pelo fungo do género Candida, pode
ser cutanea, mucosa, cutaneomucosa ou visceral. Esse microrganismo cresce
melhor em superficies quentes e uUmidas, causando frequentemente vaginite,
dermatite das fraldas e candidiase oral. Essas infeccdes sao as manifestacdes
usuais da doenca e, embora normalmente ndo apresentem ameaca a vida,
representam um problema de consideravel importancia socioeconémica (Gazeta-
Junior, Grigoleto e Fregonez, 2011)

No género Candida estao incluidos 200 diferentes espécies de leveduras,
entre as espécies que compdem esse género, a Candida albicans apresenta maior
relevancia em fungao de sua taxa de prevaléncia em condi¢gdes de normalidade e de
doenca. Essa levedura esta amplamente distribuida na natureza, ocupando diversos

habitats, no corpo humano, vivem normalmente nos mais diversos nichos, como
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orofaringe, cavidade bucal, dobras da pele, secre¢gées bronquicas, vagina, urina e
fezes. S&o patdogenos oportunistas frequentemente isolados das superficies
mucosas de individuos normais. Estdo muito bem adaptados ao corpo humano, por
isso podem coloniza-lo sem produzir sinais de doenga em condigdes de normalidade
fisiologica. O delicado balango entre o hospedeiro e esse fungo comensal pode se
transformar em uma relagdo parasitaria, com o desenvolvimento de infecgbes
denominadas candidiases. Essas infec¢gdes fungicas variam desde lesbes
superficiais em pessoas sadias até infecgdes disseminadas em pacientes
neutropénicos e imunocomprometidos (Costa, 2009).

A candidiase vaginal crénica & desencadeada por fatores de risco, como
gestacdo, uso de contraceptivos orais, antibioticoterapia, diabetes mellitus, entre
outros. Antes da era dos antibiéticos e corticdides, o numero de infecgdes por fungos
era bastante reduzido. Isso ¢é particularmente verdade para as infecgoes
por Candida, especialmente por C. albicans, que se apresentava como comensal,
mas que, com as defesas comprometidas do individuo, se instala, invade tecidos e
provoca danos. Concomitantemente, tem sido observada uma sensivel elevagcédo na
frequéncia de candidiase vaginal, nos ultimos anos, o que torna esse diagnostico
cada vez mais comum em ginecologia. Acredita-se que existem diferengcas na
patogenicidade de isolados de Candida sp, além de fatores inerentes ao hospedeiro

(Alvares, Svidzinski e Consolaro, 2007).

2.2.1 Tratamento da Vaginite Fungica

Para fins de tratamento, a vaginite fungica pode ser classificada como
complicada ou ndo complicada. A nao complicada ocorre em cerca de 90% das
pacientes e responde prontamente a terapia antifungica topica ou oral de curso
curto. Em geral, os antifungicos imidazdlicos, aplicados topicamente na forma de
creme ou o6vulo durante 5-10 dias sdo os agentes mais efetivos, alcancando altas
taxas de cura. Fenticonazol, clotrimazol, miconazol e tioconazol tém espectros de
acao similar, sendo que o terconazol tem melhor atividade contra espécies de
Candida nao-albicans. A terapia com agentes orais apresenta taxa de cura
ligeiramente melhor que a terapia com antifungicos toépicos, sendo que a maioria das
mulheres prefere a terapia oral pelo conforto da administragao (Vall e Almeida Filho,

2001). O fluconazol é o antifungico oral mais usado para o tratamento da cadidiase,
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o cetoconazol e o itraconazol mostram-se também efetivos nesta condicdo. O
tratamento do parceiro ndo € recomendado, a ndo ser que ocorra recorréncia da
infecgao.

Na candidiase complicada, fatores como sintomas severos, recorréncia (mais
de 4 episddios por ano), presenca de diabetes mellitus, imunossupressao ou
infecgcdo por espécies nao-albicans estdo presentes e requerem terapia mais
prolongada (=7 dias) ou duas doses de fluconazol 100 mg administradas em 72 hs.
Na doenca recorrente, apds controlados os fatores causais e a instituicdo da
terapéutica medicamentosa prolongada, a profilaxia ou um regime de manutengéo
deve ser realizado por 6 meses incluindo: fluconazol 150 mg (1 x por semana),
cetoconazol 100 mg (1 x ao dia), itraconazol 100 mg (dias alternados) ou aplicagao
de imidazdlico tépico diariamente. Para pacientes gravidas, os antifungicos orais nao
sdo recomendados. O tratamento deve ser de pelo menos 7 dias com antifungicos
tépicos como fenticonazol, clotrimazol, terconazol ou miconazol (Ferracin e Oliveira,
2005).

2.2.2 Tratamento com Fenticonazol Ovulo

O fenticonazol (Figura 3) ou a (2,4-diclorofenil)-b (N, imidazol) etil 4-
feniltiobenziléter na forma de nitrato € um derivado imidazodlico que apresenta
atividade antimicética de largo espectro. Em relagdo a Candida albicans apresenta
acgao fungistatica entre as concentragdes de 1,25 e 20 mg/ml e fungicida entre 5 e 40
mg/ml. O valor mais baixo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para o
fenticonazol, ou seja, sua maxima atividade é alcancada em pH 4, semelhante ao
ambiente vaginal. Apresenta também uma importante atividade sobre a Candida em
pH acido. Isto resultaria na excelente indicagdo nas vulvovaginites cursando com
diminuicao de pH, como a que ocorre na infecgao por Candida albicans (Gorlero et
al., 1994).
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Figura 3 - Formula molecular do Fenticonazol (Fonte:

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/fenticonazole, 2017).

Uma propriedade importante do fenticonazol que contribui com sua eficacia
terapéutica é a sua boa absor¢cdo pela parede vaginal e sua concentragao
permanente no local. No caso do creme vaginal, a aplicagdo local de 200 mg
corresponde a uma média de concentracdo dose-dependente de 2,85 mg/g medida
12 horas apés, permitindo a continuidade da atividade fungistatica pelo menos por
24 horas (Ichimura, 2013).

O nitrato de fenticonazol atua alterando a permeabilidade da membrana do
fungo com a inibicdo da formacédo de ergosterol, um constituinte vital para sua
estrutura, promovendo danos a membrana citoplasmatica, além de inibicdo na
produgdo de proteinases acidas. Esse duplo mecanismo de ac¢do culmina na
destruicdo do patdégeno por inviabilizar o crescimento do fungo e também diminui a
incidéncia de recidivas (Naud et al., 2003).

Goodman e colaboradores (2003) demonstraram a eficacia do fenticonazol
ovulo no tratamento da candidiase vaginal, inclusive como unica aplicacdo do

fenticonazol 6vulo quando comparado ao esquema de multiplas aplicacdes.

2.3 Biomateriais Poliméricos

E definido através da Conferéncia de Consenso em Biomateriais para

aplicagdes clinicas de 1982 que entende-se por biomaterial toda substancia (com


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/fenticonazole
https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiC-6-_tsfRAhVDhpAKHY0IDQIQjRwIBw&url=https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/fenticonazole&psig=AFQjCNG7H6__jI-qyKhNMaviDgEn0obbqw&ust=1484682188660911
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excegdao de farmacos) ou combinacdo de substéncias, de origem sintética ou
natural, que durante um periodo de tempo pré determinado é empregado como um
todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicao
de quaisquer tecidos, érgaos ou fungdes corporais (Mirtchi, Lemaitre e Terao, 1989;
Magalh&es, Menezes e Oliveira, 2000).

Os biomateriais podem ser de natureza metalica, ceramica, polimérica, ou
tratar-se de compdsitos, porém, para que possam ser usados em aplicagcdes
médicas, eles devem possuir uma série de propriedades especificas, que podem,
fundamentalmente, serem agrupadas em uma caracteristica chamada
biocompatibilidade. O termo biocompatibilidade foi utilizado para designar o
desempenho biolégico dos materiais. Materiais biocompativeis podem ser
considerados biomateriais, pois a biocompatibilidade indica a propriedade do
material de provocar uma resposta adequada por parte dos tecidos do hospedeiro,
quando utilizado em uma aplicagao especifica (Simdes, 2007).

Ha um interesse na utilizagdo de biomateriais poliméricos biodegradaveis em
sistemas de liberagdo controlada de farmacos devido os mesmos apresentarem,
além da biocompatibilidade, a ndo toxicidade, taxas de degradagao controladas, ndo
havendo a necessidade de remogéao cirurgica dos sistemas de liberagdo (Sinha e
Trehan, 2003; Ghanbar et al., 2013). Com isso, tem-se utilizado bastante a
quitosana que € um polimero biocompativel e biodegradavel, recomendado para
uma grande variedade de aplicagbes biomédicas (Dash et al., 2011; Bierbrauer et
al., 2014).

A quitosana tem caracteristicas biofarmacéuticas interessantes, tais como
sensibilidade ao pH, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Além disso, a quitosana
€ metabolizada por certas enzimas humanas, especialmente a lisozima. Devido a
estas propriedades favoraveis, o interesse pela quitosana e seus derivados em
aplicagdes de liberacado de farmacos tem aumentado consideravelmente. Em tais
aplicagdes € extremamente importante que a quitosana seja hidrossoluvel e
carregada positivamente. Estas propriedades permitem que esta interaja com
polimeros carregados negativamente, macromoléculas e polidnions em meio
aquoso, favorecendo a difusdao de farmacos no mecanismo de liberacado. Portanto, a
quitosana hidrossoluvel pode ser sugerida como um interessante excipiente para

administracao de farmacos (Laranjeira e Favere, 2009).
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2.3.1 Quitosana

A quitosana, que é um polimero natural, vem se destacando como material
biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradagao s&o atdxicos, nao
imunogénicos e ndo carcinogénicos.

O uso de quitosana como excipiente apresenta muitas vantagens, pois o
polimero atua aumentando a solubilidade de farmacos pouco soluveis, como
proteinas e peptideos, e estabilizando as emulsées comumente empregadas no
campo farmacéutico. Ela e seus derivados apresentam grande versatilidade para
aplicacbes nessa area, pois podem ser empregados na forma de implantes,
esponjas, filmes, granulos, xerogéis, micro e nanoparticulas. Os usos como sistemas
particulados carreadores de principios ativos sao, particularmente importantes nas
terapéuticas que visam a administracdo de farmacos pela via oral, através das
mucosas e também na administragao parenteral (Costa et al., 2006).

A liberagao controlada de drogas é um dos campos nos quais a quitosana e
derivados tém encontrado grande numero de aplicagdes. O emprego de dispositivos
que permitem a liberagéo controlada de farmacos apresenta muitas vantagens sobre
0os meétodos convencionais, tais como: a) nivel constante do principio ativo, pois a
liberacdo € uniforme; b) utilizagdo mais eficaz do agente ativo, pois sendo a
liberagao constante e uniforme é necessaria menor quantidade do agente ativo para
produzir o mesmo efeito que o atingido quando o método convencional é
empregado; c) liberagéo e retengdo do agente ativo no sitio de agdo, de forma que
se tem uma redugdo na dosagem e, consequentemente, reducdo dos efeitos
colaterais; d) administragdo menos frequente do medicamento, uma vez que ocorre
um menor numero de aplicagdes para manutengao da concentragao do agente ativo
(Josué et al., 2000)

A presenca de numerosas pontes de hidrogénio, intermoleculares e
intramoleculares nas moléculas de quitosana contribuem para o carater
semicristalino do polimero. Além disso, faz com que ela ndo apresente nenhum
ponto de fusdo, sendo soluvel apenas em pH na faixa acida (Rinaudo, 2006).

Deve ser ressaltado que a quitosana absorve grande quantidade de agua em
meio acido, o que resulta em acentuado intumescimento e aumento de volume,
levando a formacdo de hidrogel. O intumescimento provoca o aumento da

porosidade e, portanto da permeabilidade do hidrogel, levando a liberagdo do
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farmaco. Tal caracteristica € muito interessante, pois o intumescimento se deve, em
grande medida, a protonagcdo dos grupos amino de quitosana a qual, por sua vez,
depende da acidez do meio. Assim, dispositivos a base de quitosana sdo adequados
para a administracdo controlada de farmacos no trato gastrintestinal, pois a
dependéncia da sua capacidade de intumescer com o pH alto permite que a
liberagao do farmaco ocorra apenas no local adequado (Stulzer et al., 2007)

A derivatizagdo do grupo —NH2 com reagentes contendo grupos tiol permite a
formacdo de quitosana tiolada, a qual pode ser usada para administracdo de
peptideos, por rota nasal, e farmacos com atividade antiviral, por rota oral. Varias
propriedades da quitosana sdo melhoradas pela derivatizagdo com grupos tiois, tais
como: (a) a mucoadesividade é aumentada devido a formacdo de ligagcbes
dissulfiticas; (b) a permeacéao paracelular € mais acentuada; (c) ocorre a geleficagao
in situ; (d) tem-se uma melhor coeséo e estabilidade nas matrizes responsaveis pelo
transporte do farmaco; (e) a liberacdo controlada dos principios ativos é mais
prolongada. Nas formas de esponja e micro-granulos pode ser utilizada para
liberagdo de drogas. Entretanto um fato observado é que a taxa de liberacdo pode
ser afetada pela hidrofilicidade do farmaco, variando de acordo com o grau
hidrofilicidade ou hidrofobicidade (Campana Filho et al., 2007).

Outro polimero estudado para utilizacao em sistema de liberacdo de farmaco
€ a gelatina devido a sua bioadesividade, principalmente em se tratando de

aderéncia a mucosas corporais.

2.3.2 Gelatina

A gelatina € um polimero de origem animal formado por aminoacidos derivados
do colageno, que por sua vez € uma proteina encontrada na maioria dos seres
vivos, apresentando composicdo diferente entre os repteis, peixes. E um produto
reconhecido pelas pessoas na sua forma tradicional para sobremesa literalmente
chamada de gelatina, € utilizada na area alimenticia, mas também na area
farmacéutica e técnica (adesivos, téxtil, etc.). Ela é responsavel em manter a
integridade fisica em varias partes do organismo como cartilagens, ossos, dentes,
pele, entre outras, e para desenvolver esta fungao, o colageno forma fibras longas

com moléculas de alto peso molecular, bem resistentes e insoluveis (Almeida, 2012).
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A gelatina na verdade € uma mistura de proteinas soluveis em agua obtida de
matérias-primas animais contendo colageno, e as fragbes de proteina consistem
basicamente dos aminoacidos como glicina, prolina, hidroxiprolina, acido glutamico,
alanina, arginina, acido aspartico, lisina, leucina, valina, fenilalanina, treonina,
isoleucina, metionina, histidina, tirosina, serina, cistina e cisteina (Prestes, 2012).

E considerada diferente de outras proteinas por apresentar uma notavel
auséncia de ordem interna. Em nivel molecular, a formagao de gelatina-gel envolve
uma reestruturagcéo protéica, com a transicdo de um estado desordenado para uma
estrutura mais ordenada, e as propriedades fisicas destes géis resultam do grau de
formacao de jungdes microcristalinas.

A auséncia de agua na gelatina produz uma distorcdo na conformacéao
molecular e aumenta o numero de ligagdes de hidrogénio intramoleculares. Devido a

estas caracteristicas, a gelatina pode ser utilizada para formagéao de filmes.

2.4 Liberagao Controlada de Farmacos

Sistema de Liberacdo de Farmaco (SLF) é um sistema de administragao
desenvolvido para prolongar o tempo de liberagdo do farmaco no organismo, manter
sua concentragdo plasmatica e controlar a localizagao temporal e espacial das
moléculas in vivo, por meio da aplicagao de principios bioldgicos e quimicos. Desse
modo, alteragcbes ciclicas na concentragdo sao eliminadas e a disponibilidade
biolégica do farmaco é aumentada. Também, pode ser conseguida redugédo da
toxicidade, supressdo de reagdes adversas e diminuicdo do numero de doses
administradas, diariamente. E ainda definido como uma formulacdo ou um
dispositivo que permite a introducdo de uma substancia terapéutica no corpo e
melhora a sua eficacia e seguranga através de um controle de taxa , de tempo e
localizagdo no corpo para a liberagdo de drogas. Tendo como objetivo minimizar a
frequéncia das dosagens de medicamentos nos locais especificos do organismo e
manter constante a concentragdo sanguinea de uma determinada droga,
assegurando uma maior biodisponibilidade, e reduzir os efeitos colaterais,
favorecendo a adesdo do paciente ao tratamento com um menor numero de
dosagens requeridas (Kockisch, 2005; Kalachandra e Takamata, 2006; Henrique,
Falcare e Lopes, 2006; Jain, 2008).
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Ja o SLF convencionais apresentam um aumento na concentragdo sanguinea
do farmaco logo apo6s a administragdo do mesmo, e posterior decréscimo, conforme
o tempo de agao do medicamento, como é o caso dos spray, injecao e pilulas (Lyra
et al., 2007).

A industria farmacéutica tem investido fortemente no desenvolvimento de
medicamentos de liberagdo controlada com a geragédo de novas patentes, o que do
ponto de vista empresarial representa retorno financeiro a longo prazo (Jain, 2008;
Holanda, 2011).

A obtencao de um sistema de liberagdo controlada é bastante dificil, pois o
sistema deve transportar o farmaco para seu sitio de ac¢ao, tornando-o disponivel na
concentracdo eficaz, em um tempo apropriado e para uma duracdo de acéao
adequada (Coimbra, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste - Certbio, que esta localizado no Bloco CJ3, na

Universidade Federal de Campina Grande - UFCG
3.2 Materiais

° Quitosana - Certbio

o Gelatina tipo A - Sigma Aldrich.
3.2.1 Reagentes

o Acido Acético Glacial - P.A. Vetec®

o Acido Latico 85% P.A - Vetec®

e PBS: Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH = 7,4.
e Lisozima - Sigma Aldrich®

e Hidréxido de aménia - P.A. Vetec®

o Agua destilada

e Soro fisioldgico a 0,9%

e Fenticonazol - Sigma Aldrich
3.3 Métodos
3.3.1 Preparacgao da solugao de quitosana
A solugdo de quitosana (2%) foi preparada por meio da dissolugao do

polimero na forma de pé com uma solugdo de acido acético (1%) (m/v), com

agitacdo mecanica constante a temperatura ambiente por 2 horas.
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3.3.2 Preparacgao da solugao de quitosanal/gelatina

Foram obtidas solugbes de quitosana/gelatina, incorporando gelatina nas
diferentes concentracdes (1%, 3% e 5%) (m/m) a solugcdo de quitosana 2% sob

agitagdo mecanica constante por 30 minutos (Fook, 2012).

3.3.3 Preparacao da solugao de quitosanal/fenticonazol

A solugao de quitosana/fenticonazol foi obtida incorporando o fenticonazol na
concentracdo de 50mg a solugdo de quitosana, sob agitagdo mecanica constante

por 30 minutos.

3.3.4 Preparacao da solugao de quitosanal/fenticonazol /gelatina

A metodologia utilizada para obteng¢ao da solugao de quitosana/ fenticonazol
/gelatina, foi a mesma utilizada na solugdo de quitosana/fenticonazol, onde foi
incorporado diferentes concentragdes de gelatina (1%, 3% e 5%) (m/m) a solugéo de
quitosana/farmaco sob agitagdo mecanica constante por 30 minutos.

O percentual da gelatina foi em relagdo a quantidade de quitosana presente

na solugéo.

3.3.5 Obtengao do biomaterial

Apos a obtengao das diferentes solugdes, as mesmas foram colocadas em
recipientes com formato ovalado de capacidade para 2 ml, congeladas em
ultrafreezer por 24 h e em seguida liofilizadas, neutralizadas e caracterizadas.

A Figura 4 ilustra o fluxograma simplificado da elaboragcdo dos o6vulos de

quitosana, quitosana com gelatina, quitosana com gelatina e fenticonazol.
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Figura 4 - Fluxograma simplificado da elaboragdo dos 6vulos de quitosana com gelatina e
fenticonazol (Fonte: Propria).

3.3.3 Processo de Neutralizagao com Hidroxido de Aménio (NH,OH)

No preparo da solucédo de hidroxido de amodnio, foi dispensado em um baléao
volumétrico 500 mL de agua destilada, estando a capela para exaustao de gases da
SPLabor ligada, e incorporado 50 mL de hidroxido de amdnio; completando-se com
agua destilada até atingir o volume final de 1000 mL.

Os scaffolds foram neutralizados com a solugéo de hidroxido de aménio, pH
12,78, permanecendo as amostras sob atmosfera dessa solugdo, com a capela de

exaustdo ligada, por um periodo de 72 horas.

3.3.4 Codificagao dos grupos formados

A Tabela 1 ilustra as codificagées dos respectivos grupos formados a partir da

metodologia aplicada.
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Tabela 1 - Denominaie"lo das amostras.

Q Amostra com quitosana
QG1 Amostra com quitosana adicionada de 1% gelatina
QG3 Amostra com quitosana adicionada de 3% gelatina
QG5 Amostra com quitosana adicionada de 5% gelatina
QF Amostra com quitosana adicionada de farmaco

QG1F Amostra com quitosana adicionada de 1% gelatina com farmaco
QG3F Amostra com quitosana adicionada de 3% gelatina com farmaco

QGSF Amostra com quitosana adicionada de 5% gelatina com farmaco

Fonte: Propria

A Figura 5 corresponde a imagem dos ovulos que foram confeccionados

segundo a metodologia proposta.

Figura 5 - Imagem dos o6vulos confeccionados (Fonte: Propria).

3.5 Caracterizacoes

A seguir serdo apresentadas e descritas as técnicas de caracterizacao, as

quais foram utilizadas na pesquisa.
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3.5.1 Microscopia Otica (MO)

A técnica por microscopia o6tica foi utilizada para avaliar a morfologia dos
sistemas obtidos, em um Microscépio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo com
acessorios 2D e variacao de 50X-400X, acoplado a uma estagdo de analise de

imagens. As imagens foram obtidas nos aumentos de 80x e 270x.

3.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizagdo das analises foi utilizado o microscépio eletrénico de
varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de até
10000x, profundidade de foco de 1mm, resolucdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e
pressao variada (1 a 270Pa), sem recobrimento metalico. O MEV foi utilizado para
identificar a morfologia da superficie e da estrutura formada, o tamanho, a forma e a
distribuicdo dos poros do sistema. As imagens foram obtidas nos aumentos de 80x e
500x.

3.5.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A caracterizacao por EDS foi realizada em um Microscépio Eletrébnico de
Varredura fabricado pela HITACHI, modelo TM- 1000, e determinou a composigao
pontual do biomaterial, isto pelo sistema para micro analise quimico por

Espectroscopia de Energia Dispersiva - EDS acoplado no MEV.

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

As amostras foram submetidas a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, em temperatura ambiente, o
equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi
realizada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes

nas amostras, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm™,



31

3.5.5 Grau de Intumescimento (Gl)

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o grau de intumescimento
dos sistemas obtidos. Os mesmos foram inicialmente pesados e mantidos em
solugédo de soro fisioldgico por 24 h. Em seguida as amostras foram retiradas da
solucdo, colocadas sobre papel filtro para retirar o excesso de solugao e pesadas
novamente em balancga digital. O grau de intumescimento de cada amostra no tempo
t, foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

Todas as amostras passaram por medigdes antes e apds o intumescimento

para verificar o quanto o sistema aumentou de tamanho.

Gl =WT-Wo X 100 Equacéo 1
Wo
Onde:
Wt: é o peso da amostra no tempo t (apds 24hs em soro fisiolégico)

Wo: é o peso inicial da amostra.

3.5.6 Biodegradagao

O ensaio de biodegradacado foi realizado para observar a degradacao do
sistema por um periodo de 7 dias.

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

Os sistemas obtidos foram pesados em balancga digital antes e apds serem
submetidos ao ensaio de biodegradagdo para verificar a perda de massa dos
mesmos. As amostras foram divididas em dois grupos, sendo um contendo uma
solugao de Phosphate Buffered Saline — PBS com concentragdo de 1mg/mL como
controle (pH 7) e o outro grupo com uma solugao a base de agua destilada e acido
latico (pH 4,5 préximo do encontrado na vaginite). O pH da solugao foi verificado no

inicio e no término do ensaio para avaliacao das possiveis variagoes.
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Foram utilizadas cinco unidades para cada grupo, tanto para a solugdo de
PBS quanto para solugéo acida. O material foi incubado em estufa microbiologica, a
temperatura de 37 °C, sendo retiradas da estufa apos 7 dias, seguindo um
procedimento de lavagem em agua destilada, secagem por 24 horas em estufa a 50
°C e pesadas em balanga analitica. Os resultados da biodegradagéo foram obtidos a
partir da razédo entre peso final (Mf) pelo peso inicial (Mi), como apresentando na

Equacao 2.

MR = Mf Equacéo 2
Mi

Onde:
Mf: € o peso final

Mi: € o peso inicial
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as preparagbes dos ovulos de quitosana, quitosana com
gelatina, quitosana com gelatina e farmaco nas diferentes concentragdes e a seguir

submetidas aos processos de caracterizagao

4.1 Microscopia Otica (MO)

Este ensaio foi realizado com a finalidade de observar a morfologia de todas os
grupos obtidas nesta pesquisa e compara-las.

Na Figura 6 podem ser observadas imagens das superficies externas e
internas por meio do corte transversal das amostras de quitosana sem e com

gelatina nas diferentes concentragdes.

Q G1% s.x80 Q G3% s.x80 ' Q G5% s.x80

Q sc.x80 Q G1% sc.x80 Q G3% sc.x80 Q G5% sc.x80

Figura 6 - Imagens de Microscopia otica das superficies externas (s) e de cortes
transversais (sc) das amostras de quitosana sem e com diferentes concentragbes de
gelatina (Fonte: Propria).

Nas imagens das superficies externas (s) e de corte transversal (sc) das
amostras observa-se que, com o0 aumento do percentual de gelatina na solugédo de
quitosana ocorre uma densificagdo dos arcaboucgos, implicando no aumento do
numero de poros e consequentemente uma diminuigdo no didmetro dos mesmos,
sendo melhor observado nos cortes transversais. Na superficie externa evidencia-se
maior rugosidade com o aumento do percentual de gelatina.

Segundo Fook (2012) arcabougos de quitosana com gelatina apresentam
sejam macroscopicamente e microscopicamente, estruturas de superficies externa e

de corte transversal diferentes. Na superficie de corte o material apresenta a
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formacdo de canais multiorientados e distribuidos de forma irregular. Com o
aumento da proporgdo de gelatina na composi¢do final foi possivel observar
arcabougos mais densos, com superficies mais lisas e homogéneas.

A técnica por microscopia o6tica evidenciou que com o aumento do percentual
de gelatina na solugdo de quitosana promove uma densificagdo dos arcabougos,
implicando numa diminui¢do do didmetro dos poros. Com o incremento do farmaco

houve surgimento de areas hipercromicas, sugerindo a incorporagao do farmaco ao

ovulo quitosana/gelatina (Figura 7).

B gr=_5 |
5001 - 500um - 500um oy

Figura 7 - Imagens de Microsbopia Otica das superfl'c'igé externas (s) e de cortes
transversais (sc) das amostras de quitosana com farmaco e com diferentes concentragcées
de gelatina (Fonte: Propria).

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens observadas no ensaio de MEV corroboram com os resultados
obtidos pelo ensaio de MO, onde foi possivel observar maior quantidade de poros na
superficie de corte e estes apresentaram-se interconectados e de tamanhos e
formas variados.

Observa-se na superficie de corte das amostras s6 com quitosana (Figura 8),
estruturas com aspectos lamelares. Ja na superficie externa observa-se material

com aspecto denso, liso com algumas regides rugosas.



CERTBIO_ 0460 20160817 14:4 D40 =500 200 um CERTEIO_ D4BD
g a

2016/08/17 1442 D40 x1,0k 100 um

CERTBIO_ 0502 20M16/08M7 1556 DBS  x500 200um CERTBIO_ 0501 2016/08M17 15:52 D&S5 =10k 100um
Q CORTE Q CORTE

Figura 8 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das superficies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana sem gelatina (Fonte: Prépria).

Nas imagens de superficie internas das amostras de quitosana com diferentes
concentragdes de gelatina (Figuras 9 a 11), observam-se que as estruturas de
aspectos lamelares tornam-se mais densas, diminuindo o aspecto lamelar devido a
reducao dos didmetros dos poros, quando comparadas as amostras sem adi¢cao de
gelatina.

Ja nas superficies externas das amostras observam-se material de aspecto
denso, com presenga de alguns poros e aumento da rugosidade. Este fato é

potencializado com o aumento da concentracéo de gelatina.
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CERTBIO_ 0483 20180817 1453 D44  x500 200 um CERTEIO_ 0452 2016/08/17 14 52 Dd,4  x1.0k 100 um
QG1% QG1%

CERTBIO_ 0505 20180817 16:04 D81 x500 200um CERTBIO_ 0504 2016/08M17 16:00 D81 x1.0k  100um
QG1% CORTE QG1% CORTE

Figura 9 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das superficies externas (s) e de
cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com 1% de gelatina (Fonte: Propria).

-

CERTEIO_ 0485 20980817 1501 D38 x1.0k 100um
QG QG

2018/08017 1502 I =500 200 um

CERTEBIO_ 0508 2M8/0817 1612 . x500 200um CERTBIO_ 0507 2018/08M17 1811 071 x1.0k 100 um
QGI% CORTE QG3% CORTE

Figura 10 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura das superficies externas (s) e
de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com 3% de gelatina (Fonte: Propria).
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Fook (2012) observou o efeito da concentragéo de gelatina na morfologia dos
arcaboucos utilizando solug¢des de gelatina 2%, 5% e 10%, e as micrografias MEV
da superficie e secgbes longitudinal e transversal, onde se observou uma clara
modificagdo na microestrutura dos arcabougos, com a adi¢do de gelatina, quando
comparado ao arcabougo de quitosana. Todos os arcabougos apresentaram uma
superficie densa, lisa e sem a presenca de poros. O arcabougco com menor
concentracdo de gelatina apresentou em sua seccéo longitudinal uma estrutura
porosa irregular, formado por macroporos com formatos indefinidos e a segao
transversal apresentou canais multi-orientados. Com o aumento do teor de gelatina
para 5%, foi possivel observar, nas sec¢des longitudinal e transversal do arcabougo
macroporos mais regulares com formatos mais esféricos. Contudo, o arcabougo com
maior concentragdo de gelatina, QG10, apresentou uma estrutura mais densa e
irregular, com diminui¢cdo significativa no tamanho dos poros e estes resultados

corroboram com os encontrados nesta pesquisa.

e e e e e e e e e

CERTBIO_ 0489 20160817 1513 D48 x500 200 um CERTBIO_ 0499 2016/08M1F 1513 D4a x500 200 um
QG5% QG5Y%

CERTRIO_ 0511 20160817 1616 CERTEIO_ 0510 20160817 16145 D58
QG3% CORTE QG5% CORTE

*1,0k 100 um

Figura 11 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das supercies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com 5% de gelatina (Fonte:
Prépria).
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Wu e colaboradores (2010) e Chung e colaboradores (2002) relataram em
seus estudos que a concentragdo de gelatina influencia o crescimento dos cristais
de gelo durante o congelamento, etapa inicial da liofilizagado, alterando a porosidade
e tamanho de poros. Na solugdo de gelatina, as moléculas da agua sao separadas
pelas macromoléculas da gelatina, bloqueando as moléculas da agua de se
concentrarem e se arranjarem durante a etapa de congelamento. Com o aumento da
concentracdao de gelatina durante o processo de congelamento, a viscosidade da
solugdo de gelatina sofre um aumento, dificultando ainda mais o processo de
separagado do solvente (agua). Esse fato restringe o crescimento dos cristais e,
consequentemente reduz a porosidade e o tamanho dos poros dos arcabougos.

A associacdo quitosana/farmaco evidenciou a presenga de estruturas
fibrilares, dando aspecto de rede, possivelmente tornando o material mais resitente,
favorecendo a expansao consequentemente a maior entrada de agua no sistema.
Quanto maior a concentragdo de gelatina, maior o aumento da espessura das

lamelas, como pode-se observar nas Figuras 12 -15.

CERTBIC_0888

2017/02117 1540 L D68 x500 200um CERTBIO_0887 2017/02117 1539 L D68 x1,0k 100 um

2017/02/20 0922 L D57 x500 200um

CERTBIO_0910 CERTBIO_0908 2017/02/20 09:19 L D57 x1,0k 100 um

Figura 12 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das supercies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com farmaco (Fonte: Propria).
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CERTBIO_0889 2017/0217 16:38 L D4,6  x500 200um  CERTBIO_0897 2017/0217 16:32 L D46  x1,0k 100 um

CERTBIO_0920 2017/02/20 0952 L D68 x500 200um CERTBIO_0919 2017/02/20 09:50 L D68 x1,0k 100um

Figura 13 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das superficies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com farmaco com 1% de
gelatina (Fonte: Propria).

CERTBIO_0890 2017/021M7 1547 L D7,0 x500 200um  CERTBIO_0889 2017/02117 1545 L D7,0 x10k 100 um
CERTBIO_0924 2017/02/20 10:20 L D42 x500 200um CERTBIO_0923 2017/02/20 10:18 L D4,2 x1,0k 100um

Figura 14 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das superficies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com farmaco com 3% de
gelatina (Fonte: Propria).
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CERTBIO_0892 2017/0217 1554 L D50 x500 200um CERTBIO_0891 2017/0217 1553 L D50 x1,0k 100 um

CERTBIO_0934 2017/02/20 11:04 L D59 x500 200um  CERTBIO_0933 2017/02/20 11:03 L D59 x1,0k 100 um

Figura 15 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das superficies externas
(s) e de cortes transversais (sc) das amostras de quitosana com farmaco com 5 % de
gelatina (Fonte: Propria).

Segundo Bitencourt (2013) a incorporagdo de substancias ativas pode
influenciar na estrutura superficial e interna dos materiais devido a diversos fatores
como: tamanho, peso molecular, as interagdes com a matriz polimérica, dentre
outros.

Um fator importante a ser observado € que a porosidade nos arcabougos
influéncia significativamente na liberagdo controlada do farmaco, além disso a
diminuicdo dos poros com aumento da concentracdo de gelatina permite uma
penetracdo de fluidos bioldgicos menor, diminuindo a difusdo do farmaco para o
meio. Esse fato pode ser relatado por Lyra (2007) quando o mesmo descreve que
nas matrizes hidrofilicas constituidas por uma mistura do farmaco com um polimero
hidréfilo, os poros mais proximos a superficie da matriz quando em contato com a
agua ou com os fluidos bioldgicos, absorvem pequenas quantidades de agua e a
liberacdo do farmaco passa a ser controlado pela sua dissolucido e difusdo

polimérica no meio aquoso interno, até o exterior da matriz.
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4.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS)

No ensaio de EDS foi observado a presenca de elementos quimicos

presentes nas amostras ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracdes dos elementos em diferentes concentragdes de gelatina farmaco.
Elemento Q QG1 QG3 QG5 QF QG1F QG3F QG5F

Carbono 46,43 62,92 59,09 63,45 62,86 54,09 68,06 60,47
Oxigénio 42,84 37,08 40,91 36,55 28,30 32,70 23,66 28,34
Nitrogénio 10,72 0,00 0,00 0,00 7,79 12,09 7,92 1091
Cloro 0,00 0,00 0,00 0,00 091 0,78 0,28 0,21
Enxofre 000 0,00 000 o000 0,14 034 009 0,07

Fonte: Propria
Sendo que Q: Quitosana; QG1: Quitosana/Gelatina 1%; QG3: Quitosana/Gelatina 3%; QG5:
Quitosana/Gelatina 5%; QF: Quitosana/Farmaco; QG1F: Quitosana/Gelatina 1%/Farmaco; QG3F:
Quitosana/Gelatina 3%/Farmaco; QG5F: Quitosana/Gelatina 5%/Farmaco. (Fonte: Propria)

Nas amostras adicionadas de farmaco pode-se verificar a presenca de
elementos como o Cloro, Enxofre e Nitrogénio, confirmando a presenca do

Fenticonazol nos sistemas.

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

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de demonstrar os espectros
com as bandas caracteristicas dos grupos funcionais obtidos a partir das amostras
de quitosana sem e com diferentes concentragbes de gelatina, como também com o
farmaco.

De acordo com a Figura 16, pode-se observar o espectro de FTIR da amostra

de gelatina.
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Figura 16 - Espectro de FTIR da amostra de gelatina (Fonte: Propria).

Segundo Silva (2013) o espectro referente a gelatina apresenta bandas
caracteristicas em 1656 cm'1, devido ao estiramento da carbonila; em 1556 Cm'1,
devido as vibracdes no plano da ligagdo N-H e ao estiramento C-N; em 1229 cm™,
devido ao estiramento C-N e a deformacéo N-H; em 1454 cm™, e proximo a 3268
cm™, devido ao estiramento O-H.

No espectro da quitosana (Q), (Figura 17) a banda em torno de 3332 cm™ ¢
referente ao estiramento axial de OH, sobreposta a banda de estiramento N-H. A
banda em 2885 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico do grupo C-H. A banda
em 1646 cm™ esta associada a deformagcdo axial C=O da amida primaria. A banda
em 1581 cm™ é referente a deformacdo vibracional do grupo amina protonado
(NHs+). A banda em 1379 cm™ pode ser atribuida & deformagdo axial - CN de
grupos amino. A banda intensa em 1016 cm-1 esta associada ao estiramento C-O-C
dos anéis piranosidicos.

O espectro caracteristico da quitosana esta de acordo com Silva (2013) e
Barbosa (2011), pois apresentam todas as absorgdes relativas a quitosana e, ainda
de acordo com o espectro da amostra de quitosana, pode-se afirmar que a mesma
ndo € 100% desacetilada, pois encontra-se na regido de 1658 cm™, uma banda
caracteristica da amida | (O=C-NHR).
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Para a quitosana com diferentes concentragdes de gelatina (QG1%, QG3% e
QG5%) (Figura 17) nédo foram observados picos com alteragbes significativas

quando comparados ao material com quitosana pura.

Abzorbdnciaju.a.)
Absorbancialu.a.)

T T T T T T T T
- s . - - - - T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4500 4000 3500 000

T T T T
2500 2000 1500 1000 500

Numer de ©nda (em’ )

Numers de Ondafem’ )

Absorbancialu.al)
L
Absorbédnciafu.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4500 4000 3500 3000 I500 2000 1500 1000 500

Numenm de Onda :'3'11-.: Mumem de O"Ca:'J'TI-.:

Figura 17- Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier das
amostras de quitosana sem e com gelatina (Fonte: Propria).

Na Figura 18 e 19, a absorcdo dos espectros na regido de 3200 — 2500 cm™’
apresentam vibracbes de deformagédo axial caracteristicos das ligagdes de
hidrogénio intramolecular com C=0, além disso pode-se observar um carater de
esqueleto carbono de estiramento CH aromatico do farmaco. Na regidao dos
espectros de 1580 — 1540 cm™ nota-se vibragdes de banda fraca de deformagdo
angular em N-H, muitas vezes sobreposta pela banda de 1.560 de aromaticos. Na
banda 1390 — 1370 cm™ refere-se a deformagao angular em CHs, ja nos espectros
1340 — 1250 cm™" observa perfil caracteristico de C-N de aromaticos. Na regido 1094
cm” & possivel notar o vibragdo de estiramento C=S o qual é caracterisitco da
molécula de fenticonazol, além disso na banda de 800 - 600 cm™ denota a ligagdo C

— Cl reforgando os principais espectros do farmaco.
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Figura 18 - Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier da
amostra de fenticonazol (Fonte: Propria).
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Figura 19 - Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier das
amostras de gelatina e quitosana com farmaco (Fonte: Propria).



45

Relacionando os espectros (Figuras 16 a 19) foi possivel notar uma interagao
entre o farmaco e quitosana no intervalo de picos de 1642 e 1384 cm™, no qual nota-
se a diminuicdo da intensidade dos grupamento caracteristicos de amida e amina. E
provavel que o farmaco tenha favorecido na reticulagcdo da estrutura do material
obtido.

Wang, Turhan e Gunasekaran (2004) e Rokhade, Sangamesh e Aminabhavi
(2007) quando estudaram a reticulagdo quimica das matrizes poliméricas (quitosana
e gelatina) com glutaraldeido, observaram que o nitrogénio nucleofilico do grupo
amino (-NH2) reage com o carbono do aldeido, o qual desloca o oxigénio do aldeido
e resulta na perda da molécula de agua, formando assim a ligagdo C=N (~1648 cm-
1) base de Schiff, promovendo a formacao das ligagdes cruzadas entre os

grupamento amina e o grupamento aldeido.

4.5 Grau de Intumescimento (Gl)

Segundo Mei e colaboradores (1995) o grau de intumescimento depende da
interagdo polimero-solvente e do grau de reticulagdo do polimero. Sendo assim, a
propor¢cao de ligagbes cruzadas € um dos fatores mais importante que afeta o
intumescimento dos polimeros (Peppas, 2000).

A partir das analises expostas na Figura 20, observou-se que a amostra de
quitosana com farmaco apresentaram um elevado grau de intumescimento, o que
corrobora com os resultados de MEV e FTIR, reforcando a ideia de uma forte
interagdo entre a quitosana e o farmaco, o qual influencia de certa forma na
reticulagcdo das amostras. Outro fator importante € que com adi¢cao da gelatina nas
amostra de quitosana com farmaco, foi possivel observar um declino no grau de
intumescimento, entretanto esse grau manteve-se constate, ressaltando mais uma

vez a forte interacdo entre o farmaco e quitosana.
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2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Q QG1 QG3 QG5 QF QGIF  QG3F  QGSF
EQ ' QG1 QG3 m QG5 QF QG1F QG3F mQG5F
Figura 20 - Grau de Intumescimento (Gl) com PBS das amostras em diferentes
concentracdes de gelatina, com e sem farmaco (Fonte: Propria).
Grau de Intumescimento (Gl) com PBS. Q: Quitosana; QG1: Quitosana/Gelatina 1%; QG3:
Quitosana/Gelatina 3%; QG5: Quitosana/Gelatina 5%; QF: Quitosana/Farmaco; QG1F:

Quitosana/Gelatina 1%/Farmaco; QG3F: Quitosana/Gelatina 3%/Farmaco; QG5F: Quitosana/Gelatina
5%/Farmaco

De acordo com Silva e colaboradores (2004) o maior intumescimento das
membranas reticuladas atribuida a maior absor¢cao de agua, ocorre devido a menor
cristalinidade do polimero reticulado, provocada por um espagamento maior entre as

cadeias da quitosana, devido a presenca do reticulador.
4.6 Biodegradacgao

Nos resultados obtidos nas Figuras 21 e 22, nota-se uma baixa biodegragao
na amostra de quitosana com farmaco, denotando a hipétese de que o farmaco
atuou na reticulagdo das amostras, porém percebe-se que com o aumento da
concentracao de gelatina nas amostras, essa biodegragdao aumenta gradativamente
tanto nos ensaios com PBS quanto com Acido Latico, outro aspecto é que nos
ensaios com Acido Latico essa biodegragéo foi significativamente maior que com o
PBS.
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Biodegradacao com PBS (%)

25
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Q QG1 QG3 QG5 QF QGIF  QG3F  QGSF
EQ QGl1 mQG3 mQG5 "QF QGIF " QG3F mQGSF
Figura 21 - Ensaio de Biodegradacdo com PBS das amostras em diferentes concentragoes
de gelatina, com e sem farmaco (Fonte: Propria).
Ensaio de Biodegradagdo com PBS. Q: AQuitosana; QG1: Quitosana/Gelatina 1%; QG3:
Quitosana/Gelatina 3%; QG5: Quitosana/Gelatina 5%; QF: Quitosana/Farmaco; QG1F:
Quitosana/Gelatina 1%/Farmaco; QG3F: Quitosana/Gelatina 3%/Farmaco; QG5F: Quitosana/Gelatina
5%/Farmaco
Apesar da biodegradacdo ser relativamente maior no ensaio com Acido Latico
(Grafico 22) quando comparado ao ensaio com PSB, nota-se que nas amostras com
farmaco apresentaram maior resisténcia a biodegradagdo quando comparadas as

amostras sem a presenca do farmaco, justificando o que foi dito anteriormente.

Biodegradacdo com Acido Latico (%)
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Q QG1 QG3 QG5 QF QG1F QG3F QG5F

BQ ' QGl mQG3 mQG5 "QF QGIF " QG3F mQG5F

Figura 22 - Ensaio de Biodegradacdo com Acido Latico das amostras em diferentes
concentracdes de gelatina, com e sem farmaco (Fonte: Propria).

Ensaio de Biodegradagdo com Acido Latico. Q: Quitosana; QG1: Quitosana/Gelatina 1%; QG3:
Quitosana/Gelatina 3%; QG5: Quitosana/Gelatina 5%; QF: Quitosana/Farmaco; QG1F:
Quitosana/Gelatina 1%/Farmaco; QG3F: Quitosana/Gelatina 3%/Farmaco; QG5F: Quitosana/Gelatina
5%/Farmaco.
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Como foi visto no resultado o alto grau de hidrofilicidade da gelatina, mostra
que esta se dissolve em meio aquoso como foi observado nos estudos de Alves
(2005) e Wolf (2007) e que segundo Assis e Silva (2003), os filmes de quitosana
apresentam, na condigdo seca, baixa permeacdao de gases e apresentam alta
afinidade com a agua que ocorre devido a predominancia dos grupos amino da
quitosana, caracterizados por ligagées covalentes (N-H), onde a eletronegatividade
dessas ligacbes gera sitios de alta polaridade, tornando favoravel o rearranjo de
moléculas de agua ao seu redor, caracteristica essa associada aos grupos
acetamida, apresentando este como sendo um material de alto grau de
hidrofilicidade. Essa afinidade por agua traz consequéncias indesejaveis como a
reducao da estabilidade natural do polimero na presenca de umidade, que provoca a
desagregacao das fibras. Sendo assim, a partir dos resultados nota-se que a
intereacao farmaco/quitosana confere maior estabilidade nos arcaboucos em relagao

a biodegradacédo dos mesmos.
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5 CONCLUSOES

Pela técnica de processamento utilizado foi possivel obter um biomaterial em
forma de évulos para uma futura aplicagdo no tratamento da vaginite fungica.

O ensaio de Biodegracdo com PBS e com Acido Latico comprovam uma
acgao reticulante entre o fenticonazol e a matriz polimérica, sugerindo a possibilidade
de utilizagdo dos scaffolds (fenticonazol/quitosana/gelatina) nos sistemas de
liberagdo de farmacos.

Desta forma pode-se concluir que foi possivel obter um sistema para

liberacao de fenticonazol utilizando polimeros biodegradaveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Produzir o arcabougo com outros percentuais de gelatina com o objetivo de
acelerar o processo de degradagao ou solubilizagdo do sistema para que o0 mesmo
atenda o tempo de tratamento da doenga que é de 7 dias;

Estudo da validagdao de metodologia analitica e liberagéao de fenticonazol,

Avaliagado pré-clinica para confirmar a efetividade do sistema no tratamento

da vaginite fungica.
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