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RESUMO

Os usos de métodos anticoncepcionais trouxeram a sociedade um avanco
incontestavel a mulher, resultando em uma modificagdo da visdo sexual feminina,
fazendo com que o inicio da atividade sexual ocorresse cada vez mais precoce.
Entretanto, a falha do uso dos métodos contraceptivos pode acarretar na gravidez
indesejada, impactando assim nos indices de mortalidade materna, nos resultados
perinatais e em déficits socioecondmicos no futuro desta nova familia gerada. Entre
0s contraceptivos com uma menor taxa de falha encontram-se os métodos reversiveis
de longa duracdo, destacando os implantes subdérmicos de etonogestrel,
considerado um farmaco altamente eficaz e com rapida reversibilidade quando
retirado do organismo. No entanto, os implantes tém suas complicagdes devido a
insercéo e retirada o que gera restricbes ao método. Busca-se atualmente um sistema
de liberacdo de farmaco de longa duracdo e menos invasivo e que seja constituido
por uma matriz biodegradavel. Sabendo-se das caracteristicas da quitosana e da
gelatina como biopolimero biodegradavel e que apresenta propriedades fisico-
quimicas e biolégicas para este tipo de aplicacéo, essa pesquisa teve como objetivo
0 desenvolvimento de um biomaterial de quitosana e gelatina para liberacdo do
etonogestrel. O sistema de liberacao de farmaco na forma de membrana foi preparado
pelo método de evaporacao de solvente, através da dissolucao da quitosana em acido
aceético 1% (v/v), sendo acrescentada a gelatina nas proporcoes de 5 e 10% em
relacdo a massa da quitosana, e posterior incorporagdo do farmaco. Para
neutralizacdo, as membranas foram submetidas a uma atmosfera de hidréxido de
aménio a 2 % (v/v) por 48hs. Todas as amostras foram caracterizadas por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)/ Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X
(EDS), Difragao de raios-X (DRX), Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato,
Biodegradagéo, Intumescimento e Citotoxicidade. O ensaio de MEV demonstrou que
a incorporagao do farmaco ocorreu de forma homogénea. No DRX observou-se que
apds a adicao do etonogestrel ocorreu um aumento da cristalinidade dos filmes. Os
espectros de FTIR comprovaram que houve interacao entre o Etonogestrel e a matriz
polimérica. A Molhabilidade denotou um carater hidrofilico das amostras. Na analise
de biodegradacao, observou-se que a mesma é influenciada pela concentracao de
gelatina e pela agéo da lisozima. Quanto ao grau de intumescimento, observou-se um
maior aumento das amostras com farmaco. Quanto ao ensaio de Citotoxicidade todas
as amostras estudadas apresentaram-se viaveis para ser utilizadas como biomaterial.
Sendo assim, conclui-se que as membranas apresentam potencial para utilizacdo em
sistema de liberagdo de etonogestrel, vislumbrando o uso como biomaterial
biodegradavel com agéo contraceptiva.

Palavras-Chave: Contracepcao. Etonogestrel. Bioabsorcao. Liberacao de Farmaco.
Biomateriais.



ABSTRACT

The use of contraceptive methods brought to society an undeniable advance to the
woman, resulting in a modification of the female sexual vision, causing the onset of
sexual activity to occur more and more precocious. However, failure to use
contraceptive methods can lead to unwanted pregnancies, thus affecting maternal
mortality rates, perinatal outcomes and socioeconomic deficits in the future of this new
family. Among contraceptives with a lower failure rate are reversible long-term
methods, highlighting etonogestrel subdermal implants, considered a highly effective
drug and with rapid reversibility when withdrawn from the body. However, implants
have their complications due to insertion and withdrawal which creates restrictions to
the method. A long-term and less invasive drug delivery system is currently in use and
is comprised of a biodegradable matrix. Knowing the characteristics of chitosan and
gelatine as biodegradable biopolymer and that presents physico-chemical and
biological properties for this type of application, this research had as objective the
development of a biomaterial of chitosan and gelatine for the release of etonogestrel.
The membrane-releasing drug delivery system was prepared by the solvent
evaporation method, by dissolving the chitosan in 1% (v / v) acetic acid, gelatin being
added in the proportions of 5 and 10% by mass chitosan, and subsequent incorporation
of the drug. For neutralization, the membranes were submitted to an atmosphere of
2% (v /v) ammonium hydroxide for 48hs. All samples were characterized by Scanning
Electron Microscopy (SEM) / X-ray Dispersive Energy Spectroscopy (XRD), X-ray
Diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Measurement
Wettability contact angle, biodegradation, swelling and cytotoxicity. The MEV assay
demonstrated that the drug incorporation occurred homogeneously. In the XRD, it was
observed that after the addition of etonogestrel an increase in the crystallinity of the
films occurred. The FTIR spectra showed that there was interaction between the
Etonogestrel and the polymer matrix. Wettability indicated a hydrophilic character of
the samples. In the analysis of biodegradation, it was observed that it is influenced by
the concentration of gelatine and by the action of lysozyme. As to the degree of
swelling, a greater increase of samples with drug was observed. As for the cytotoxicity
assay all samples studied were feasible to be used as biomaterial. Therefore, it is
concluded that the membranes present potential for use in the etonogestrel release
system, with the use of biodegradable biomaterial with contraceptive action as a
biodegradable biomaterial.

Keywords: Contraception. Etonogestrel. Bioabsorption. Controlled Release.
Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Os métodos contraceptivos, ao longo dos tempos, passaram a ser uma
preocupacao constante na vida das mulheres com idade fértil em todo o mundo,
através da revolucdo humana, no que diz a respeito a forma de encarar a sexualidade
e a procriacao (Lima, Vaz e Partata, 2011).

No Brasil, assim como nos paises do terceiro mundo, a divulgacao dos Métodos
Anticonceptivos (MAC) constituiu e estabelece parte de politicas internacionais,
voltadas para a reducdo da populacdo, da mortalidade materna e dos desfechos
perinatais, garantindo mais eficacia, através da taxa de continuidade da medicagéao
hormonal. Porém, nas ultimas décadas, verifica se uma alta na taxa de gestagoes,
podendo estar relacionada aos efeitos adversos provocados e ao uso errdbneo dos
MAC disponivel no mercado, levando as usudrias a descontinuar o seu uso
(Albuquerque et al., 2017; Carmo et al., 2017; Moraes et al., 2015).

Existem varios tipos de métodos, dentre eles, os mais eficazes sdo os implantes
contraceptivos subcutaneos a base do farmaco etonogestrel, que € um progestageno
(forma sintética de um horménio feminino natural desenvolvido através da
progesterona). Tal implante € introduzido no tecido subcutaneo da paciente e age
continuamente no organismo, liberando a droga e bloqueando a ovulagdo por um
periodo prolongado de até 3 anos. Apesar de ser um método muito eficiente, varias
pacientes se queixam de complicagdes relacionadas a inser¢ao e principalmente a
retirada dos implantes ap6s a sua vida util.

A necessidade da obtencao de um sistema de liberacdo de farmaco que tenha
longa duracao e seja menos invasivo, constituido por uma matriz biodegradavel, torna-
se cada vez mais importante. Sabendo disto, a utilizacdo da quitosana como matriz
biopolimérica apresenta vantagens em relacdo ao seu uso como biomaterial (Senel e
Mcclure, 2004).

Outro biopolimero com potencial aplicagdes biomédicas, inclusive na utilizacao
em sistemas de liberacao de farmaco é a gelatina, que é derivado do colageno, uma
proteina presente na grande maioria dos seres vivos (Prestes, 2012; Bader e Putnam,
2014).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
biomaterial biodegradavel de quitosana e gelatina para liberacdo prolongada de
etonogestrel para fins contraceptivos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ciclo menstrual

A menstruacdo é um sangramento vaginal periédico que comecga na menarca,
ou primeira menstruacdo espontanea, e termina com a menopausa, ou Ultima
menstruacdo espontanea da vida da mulher. O ciclo menstrual é o conjunto de
modificaces causadas pela agéo integrada do eixo hipotalamo-hipofise-ovario (HHO)
que determina as modificacées fisiolégicas do organismo feminino, visando prepara-
lo para reproducado (Bouzas, Braga e Leao, 2010).

A duracao de um ciclo regular € em média de 28 dias. Ele pode ser mais curto,
de apenas 20 dias, ou, mais longo, de até 45 dias. A duracgdo do ciclo varia entre
mulheres ou numa mesma mulher e pode ser dividido em 3 fases distintas: fase
menstrual, fase proliferativa ou folicular e fase lutea ou secretéria (Vander et al., 2001).

A fase menstrual inicia-se no 1° dia da menstruacao e vai geralmente até o 5°
dia. Caracteriza-se por uma reducao subita nos niveis de progesterona e estrégeno.
A fase proliferativa ou ovulatéria dura do 6° até o 13° dia apds a menstruacao. Nesta
fase, aumenta a secrecao de estrogeno até o seu nivel mais elevado, proporcionando
a recrutacao do foliculo dominante que sera rompido na ovulacdo. Seguindo a fase
proliferativa nas mulheres que apresentam um ciclo sexual normal de 28 dias, ocorre
a ovulacdo no 14° dia. A secrecdo de LH pela hipéfise anterior aumenta
acentuadamente, elevando-se entre seis e 10 vezes, atingindo seu nivel maximo
cerca de 16 horas antes da ovulacdo. Em seguida, vem a fase lGtea ou secretéria, que
vai do 15° ao 28° dia apds a menstruagdo. Nos ultimos dias do ciclo menstrual, o corpo
luteo degenera-se e os niveis de progesterona e estrégeno caem, provocando o inicio
do fluxo menstrual e um novo ciclo se repete (Guyton e Hall, 2017).

Apo6s a ovulacdo, da-se inicio a fase lutea, também conhecida como fase
secretora, quando o foliculo rompido € transformado pelo Horménio Lutinizante (LH)
em corpo liteo. E nesta fase do ciclo que sdo secretadas grandes quantidades dos
horménios sexuais femininos. O corpo luteo tende a regredir de nove a onze dias apés
a ovulacao, favorecendo ao declinio da taxa de estradiol e de progesterona para que
possa promover a descamagdo e a eliminagdo do endométrio através do fluxo

menstrual (Meurer, 2005; Leite, 2008). A Figura 1 ilustra as alteragbes sofridas pelo
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utero e ovario durante o ciclo menstrual e a Figura 2 a flutuagdo hormonal do ciclo

menstrual.

Foliculo

T
sangiieas
0 7 21 28
Figura 1 - Ciclo menstrual (Adaptado por Addor, 2007).
Ovulacao
Menstruacdo Fase folicular * Fasa litea

Estrogeno

Nivel hormonal

S e ]

Figura 2 - Niveis dos horménios sexuais com relacdo no ciclo menstrual (Fonte: modificado
por Accetturi, 2014).

Durante os anos reprodutivos da mulher, os niveis hormonais flutuam conforme
a interacao da maturacao do ciclo reprodutivo com a acao dos hormdnios sexuais,
modulando os efeitos e afetando boa parte do sistema metabdlico e o sistema nervoso
autébnomo (Leite, 2008). Fantozzi (2015) complementa que a variacdo dos Horménios
Sexuais Femininos (HSFs) e o ciclo reprodutivo exercem uma atividade moduladora

importante para o sistema imune da mulher.
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2.2 Hormonio sexuais femininos (HSFs)

Hormonios sdo substancias quimicas que transferem informagdes e instrucoes
entre as células, em animais e plantas. Também chamados de "mensageiros quimicos
do corpo", os horménios regulam o crescimento, o desenvolvimento, controlam as
funcdes de muitos tecidos, auxiliam as fungdes reprodutivas e regulam o metabolismo
(Costa, 2009). Sao classificados em dois tipos principais com base na sua composi¢cao
quimica. A maioria dos horménios sao peptidios derivados de aminoacidos produzidos
pela parte anterior da hipdéfise, pela tiredide e paratiredides, pela placenta e pelo
pancreas (Constanzom, 2014).

Os horménios esterdides (sexuais) secretados pelas glandulas supra-renais e
pelas gbnadas (ovarios e testiculos) sdo de natureza lipidica, sintetizados a partir do
colesterol e modificados por uma série de reagdes quimicas, até que um hormdnio
figue pronto para ser posto em agao imediatamente (Speroff e Fritz, 2014).

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), os
esterdides compreendem uma classe de horménios cuja estrutura béasica € formada
através do ciclopentano fenantreno (o colesterol), correspondente a Figura 3. Onde,
através desta estrutura, se formam ligagdes duplas, metilas, carbonilas e hidroxilas,
originando a uma série de horménios esterdides (Machado, 2010).

~y

HO

Figura 3 - Estrutura basica dos esteroides
(Fonte:http://reocities.com/CapeCanaveral/launchpad/9071/Lipidios.html, 2017).

Os horménios sexuais se dividem em trés grupos, que se diferem apenas em
relacdo a quantidade de Atomos de Carbono (C), como, por exemplo, as progestinas,
que contém Cz1, ja os androgénios contém Ci9 e 0s estrogénios Cis. Neste grupo
também estéa incluida a vitamina D3 ativa (1,25-dihidroxi-colecalciferol) (Vigo et al.,
2011).
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E durante o periodo da puberdade que a menina comeca a produzir os
principais HSFs, sendo eles descritos como estrogénio, progesterona e a testosterona
(Fantozzi, 2015). O ovario em funcionamento normal sintetiza e secreta os horménios
esteroides sexuais em um padrao de controle preciso que, em sua grande parte, €
determinado pelas gonadotrofinas hipofisarias.

O estrogénio refere-se ao principal horménio feminino, além deste ser
considerado o mais potente por ser conhecido em afetar de forma indireta e
diretamente todos os sistemas do organismo (Guapo, 2013). Tal hormbnio pode ser
encontrado sob trés formas: oestroma (E1), 17 beta-estradiol (E2) e o estriol (E3),
sendo E2 o principal e mais potente estrogénio enddégeno circulante durante os anos
reprodutivos (Yakabe, 2004).

O estrogeno atua no controle da ovulagdo e no desenvolvimento das
caracteristicas sexuais femininas. A flutuagcdo dos niveis de concentracdo do
estrogénio no organismo pode interferir no funcionamento adequado do organismo, ja
que possui receptores espalhados por todos os sistemas, apresentando uma maior
interacdo com os sistemas imunologico, neuromuscular, cardiovascular, além de
influenciar na composi¢do 6ssea e na pele. Ainda assim, tal horménio se relaciona
intimamente com as questdes nutricionais e comportamentais de cada mulher
(Machado, 2010; Silva, 2012; Oliveira et al., 2016).

A progesterona € o unico progestageno natural, produzido pelo corpo luteo
ovariano apos a ovulacao, pela placenta durante a gestacao, pelas adrenais e pelo
sistema nervoso. A mesma atua de diversas formas no organismo e é componente
importante para a complexa regulacdo da fungcdo reprodutiva feminina. Age
majoritariamente regulando as mudancgas que ocorrem no processo de menstruacao,
acentuando o espessamento endometrial e preparando o utero para a fecundagao; e
no periodo da gestacao, sendo através do desenvolvimento das glandulas mamarias
para a amamentagdo como também inibindo as contragbes uterinas a fim de manter
a estabilidade e a permanéncia do feto dentro do utero (Raimundo, 2007; Machado
2010).

N&o menos importante, a progesterona exerce efeito no organismo como anti-
inflamatério e como modulador na imunidade, interferindo no sistema imunolégico,
afetando nas fung¢des do timo e nas modulacdes da atividade dos fagécitos, linfocitos
T e B (Soares, 2010; Accetturi, 2014).
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Sabe-se ainda que a progesterona atua sobre no sistema nervoso central,
atuando na mediagao dos sinais requeridos responsaveis pelo comportamento sexual,
por possuir grande distribuicAo no tecido cerebral, onde também modula o
processamento cognitivo e emocional nas mulheres (Graham e Clarke, 1997). Em
evidéncias recentes, foi visto que tal horménio possui peca chave na modulacédo da
massa 0ssea corpérea (Accetturi, 2014).

Os progestégenos sintéticos tentam mimetizar o efeito da progesterona, e sao
chamados de progestinas. Estas tém diferentes propriedades farmacolédgicas
dependentes de sua molécula originaria (Vigo et al., 2011).

As progestinas tém sido utilizadas para a contracep¢éao ha mais de 30 anos. As
propriedades anticoncepcionais da progesterona sintética foram reconhecidos pela
primeira vez na década de 1950. Sua agéo contraceptiva ocorre em quatro formas:
inibicdo da ovulacédo dose dependente, espessamento do muco endocervical, atrofia
endometrial e reducao da motilidade tubaria. As progestinas podem ser administradas
na forma de comprimidos, implantes, injeccdes, e intrauterina ou por aplicagao
intravaginal (Baptista et al.,2007).

As progestinas incluem uma ampla variedade de esterdides com agbes de
progesterona-like. Na udltima década, varios novos progestagenos tém sido
sintetizados para utilizacdo em contraceptivos e terapia hormonal. As progestinas
mais potentes podem ser utilizadas com doses muito baixas e também ser

disponibilizadas em vias ndo orais de acao (Sitruk-Ware e Nath, 2010).

2.3 Métodos Contraceptivos

Anticoncepgao é o uso de métodos e técnicas com a finalidade de impedir que
o relacionamento sexual resulte em gravidez. Os métodos contraceptivos sao avangos
tecnoldgicos projetados para superar a biologia, fazendo com que casais possam
atuar sobre impulsos e desejos naturais com riscos de gravidez diminuida. Mais
claramente, sdo definidos como o produto ou como o procedimento médico que
interfere na capacidade reprodutiva de um ato sexual (Hubachera e Trussellb, 2015).

O uso de anticoncepcionais evita cerca de 230 milhdes de partos por ano e o
planejamento familiar, quando bem sucedido, atua na prevengdo de gravidezes
indesejadas. Esta é uma estratégia substantiva e eficaz de prevencgéo primaria para

reduzir a mortalidade materna nos paises em desenvolvimento, ja que desta forma as
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pacientes nao seriam expostas aos riscos de uma gestacao, nem a vulnerabilidade de
um aborto ilegal (Li, Liu e Tsui, 2012).

Em todo o mundo, 25 milhdées de abortos inseguros ocorreram todos 0s anos
entre 2010 e 2014, de acordo com um relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e do Instituto Guttmacher. Cerca de 97% deles sdo realizados na Africa, na
Asia e na América Latina. A anticoncepgdo, por sua vez, além de reduzir o niimero de
mortes maternas, melhora os resultados perinatais e a sobrevivéncia infantil por
aumentar o espagamento entre os nascimentos (Carmo et al., 2017).

Em adolescentes, a gestacao indesejada possui uma repercussao ainda maior
pois, além do maior risco de complicacbes inerentes a gestacdo e desfechos
neonatais, irdo apresentar mais dificuldades sécio-econémicas no futuro
(Albuquerque, 2017).

Tais métodos se dividem de acordo com 0 mecanismo de agéo: a) métodos
comportamentais que estdo embasados na auto-observagéo que ocorre no organismo
ao longo do ciclo menstrual, sendo necessario que as usuarias tenham ciclos
menstruais regulares e que exista cumplicidade entre o casal (Ogino-Knaus,
temperatura basal corporal, muco-cervical ou Billings); b) os métodos de barreira que
consistem em obstaculos mecanicos ou quimicos a penetracdo dos espermatozoéides
no canal cervical (preservativo: masculino e feminino, diafragma, geléias
espermicidas); ¢) métodos hormonais (oral-pilula, injetaveis e implante) cuja finalidade
basica é impedir a concepg¢ao; d) dispositivo intra-uterino (DIU), que atuam impedindo
a fecundacgdo; e) métodos cirurgicos ou esterilizagdo (ligadura das trompas e a
vasectomia); f) contracepcado de emergéncia, método alternativo hormonal oral que
evita a gravidez quando ingerido até 72 horas apods a relagéo sexual desprotegida
(Vilela, 2004).

Para que a utilizacdo correta e a eficacia do método seja realizado, faz-se
necessario o acompanhamento clinico-ginecol6gico, pois a escolha do contraceptivo
depende das contraindica¢oes, do custo, do tempo pretendido de anticoncepgao, da
reversibilidade e da praticidade. A contracep¢do pode ser alcangcada utilizando-se
métodos hormonais ou ndo hormonais (Vieira et al., 2006).
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2.3.1 Métodos Contraceptivos Hormonais

Sociedades, tanto nos paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos, sofrem de inaceitaveis altas taxas de gravidezes nao-intencionais e
indesejadas, apesar da disponibilidade de seguras e eficazes formas de contracepcao
(Townsend et al., 2011).

Entende-se por anticoncepcado hormonal a utilizacdo de drogas classificadas
como horménios em dose e modo adequados para impedir a ocorréncia de uma
gravidez nao desejada inibindo uma ovulacdo, sem qualquer restricado as relacdes
sexuais. Os hormonios usados para anticoncepcao sao esteroides sexuais sintéticos
estrogénicos e progestogénicos (Febrasgo/Femina, 2010).

A anticoncepgdo hormonal pode ser desenvolvida de diversas formas.
Dependendo do desejo da paciente, pode ser encontrada na forma de pilulas orais,
de medicacdes injetaveis, implantes subcutaneos, anéis vaginais, dispositivos
intrauterinos com progestadgeno e adesivos cutaneos. Os horménios podem ser
utilizados combinados (estrégenos + progestagenos) ou sO6 contendo um
progestageno (Poli, 2009).

Os métodos contraceptivos hormonais ndo somente possuem efeitos de
anticoncepcionais, mas também possui outros tipos de finalidade que favorece a
saude da mulher; entre eles: a diminuicdo da oleosidade da pele e do cabelo, a
supressao e o controle de sangramentos menstruais, a diminuicdo da quantidade de
pélos pelo corpo, além da diminui¢do de sintomas associados a Tensao Pré-Menstrual
(TPM), como irritabilidade, ansiedade, tristeza e célicas (Faray, 2008).

Para tanto, existe a necessidade de expandir as opgdes de anticoncepcionais
disponiveis, 0s quais podem n&o ser aceitaveis para todos os usuarios. O
desenvolvimento de métodos melhor tolerados, bem como sistemas de longa acao é
de particular importancia quando se deseja melhor adesdo, aumentando assim a
eficacia dos meétodos (Sitruk-Ware, 2006).

2.3.2 Contracepcao Reversivel de Longa Duracao
Os métodos contraceptivos reversiveis de longa duracdo (LARC, na sigla em

inglés) sdo métodos que ndo precisam de intervencdo do paciente por um longo
periodo de tempo. Sao representados pelos dispositivos intrauterinos (DIU) e
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implantes subcutaneos contraceptivos. Sdo métodos apropriados para a maioria das
mulheres em idade reprodutiva com eficacia contraceptiva similar a laqueadura tubaria
bilateral, com <1% de indice de falha. Apresentam as mais altas taxas de satisfacao
e continuidade de uso, entre todos os contraceptivos reversiveis. Adicionalmente, uma
caracteristica dos métodos de longa duragéo € que todos séo livres de estrogeno. O
estrodgeno é o hormdnio associado a eventos tromboembodlicos (Nicholas e Peipert,
2011).

Os métodos contraceptivos de longa duracao sdo 20 vezes mais eficazes na
prevencao da gravidez indesejada do que de curta duracgao (pilulas, adesivos e anéis).
A alta eficacia da LARC foi igual em idades diferentes das mulheres e proporcionada
por nao necessitar da ingesta diaria de medicacao (Winner et al., 2012).

2.3.3 Implante de etonogestrel

A primeira tentativa do uso de implantes subdérmicos de progesterona foi
realizada no final de 1980. O objetivo era desenvolver um método de longa duracao,
livre de falhas e sem possuir efeitos colaterais relacionados aos estrégenos (Baptista,
2007).

No Brasil, somente esta liberado para uso, pelo Departamento de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude, o Implanon® que € um bastdo Unico polimérico
(copolimero de etileno vinil acetato) que contém 68 mg de etonogestrel. Tem 4 cm de
comprimento por 2 mm de diametro e duragédo de uso de trés anos, periodo em que
libera, inicialmente, 60 a 70 ug do horménio por dia, e no terceiro ano de uso 25 a 30
Mg/dia (liberacdo homogénea e estavel). Apds aproximadamente trés anos, quando o
mesmo necessita ser retirado (Braga e Vieira, 2015; Broecker, Jurich e Fuchs, 2016).

O ENG é uma molécula referente a forma sintética do horménio feminino
natural, sendo este desenvolvido através da progesterona, sendo esta utilizada
apenas como um contraceptivo. Esta molécula possui ainda férmula molecular de
C22H2802, onde possui estrutura molecular mediante a Figura 4 (Broecker, Jurich e
Fuchs, 2016).
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Figura 4 - Estrutura molecular do Etonogestrel (Fonte:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sml0356 ?lang=pt&region=BR, 2017).

O implante deve ser inserido subdérmico, ou seja, logo abaixo da pele,
tornando-se palpavel logo apds a sua aplicagdo com anestesia local, na face interna
do brago ndo dominante, entre o primeiro e quinto dia do ciclo menstrual, sem
necessidade de método contraceptivo adicional. Seu mecanismo de agao inclui a
inibicdo da ovulagéo e a modificagdo do muco cervical (Implanon, 2017).

Entretanto, quando inserido em plano mais profundo que o subdérmico, torna-
se mais susceptivel a danos vasculares ou neurais, podendo ser notados através de
relatos de parestesia e a migragéo na localizagdo do proprio implante (Braga e Vieira,
2015).

Buscando novas formas de utilizacao desse tipo de hormonio buscou-se uma

matriz que esta fundamentada na classe denominada biomateriais.

2.4 Biomateriais

Um biomaterial é uma substancia ou a combinacao de substancias de origem
natural ou sintética, que foi projetada e conformada para que, sozinha ou como parte
de um sistema complexo, possa ser usada para direcionar, controlar as interagdes
com os componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento
terapéutico ou de diagnostico, em medicina humana ou veterinaria (Williams, 2009;
Keane e Badylak, 2014).

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

A biocompatibilidade é definida como a capacidade de um material apresentar
resposta apropriada, quando aplicado, ndo causando reagao inflamatoria crénica,
reacao de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Ela gira em torno da interagao celular
com o biomaterial. Além da biocompatibilidade, a biodegradabilidade e a bioabsorcéo,
sdo outras caracteristicas importantes na utilizacado dos mesmos (Santos Junior e
Wada, 2007; Attaf, 2011).

Sabendo disso, os biomateriais poliméricos estao dentre os mais empregados
no ambito médico. Dentre as principais vantagens em comparacao aos materiais
ceramicos ou metalicos, destacam-se a facilidade de fabricagéo para produzir formas
variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o processamento secundario, custo
razoavel, boas propriedades reoldgicas e mecanicas, e sobretudo sua biointeracao
com o meio biolégico (Heath, Cooper, 2013).

Dentre as diversas classes de biomateriais existentes, destaca-se a classe dos
bioreabsorviveis. Os polimeros biodegradaveis/reabsorviveis sdo materiais que
acabam por ser degradados, solubilizados ou fagocitados ap6s a reparagdo dos
tecidos, evitando a permanéncia de um corpo estranho no organismo (Santos Junior
e Wada, 2007; Nandi et al., 2010).

Estas definicbes destacam a importdncia de que um biomaterial ndo devera
produzir quaisquer efeitos adversos clinicamente significativos no hospedeiro. Como
reflexo mais concreto, as diretrizes Organizacao Internacional de Normalizacao (1ISO)
10993 representam uma série de normas para avaliar a biocompatibilidade de um
dispositivo médico antes de um estudo clinico (Jiang et al., 2014).

Um dos desafios no campo de biomateriais é que todos os dispositivos de
implantes, cujas propriedades fisicas séo resultado de milhées de anos de otimizagdo
evolutiva e que tém a capacidade de crescimento, regeneracdo e reparo sejam
utilizados na medicina. E nesse contexto, as aplicacdes dos biopolimeros na medicina

regenerativa tem se tornado cada vez mais eficaz no tratamento de feridas, na
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liberacdo controlada de farmacos, entre outras (Mogosanu e Grumezescu, 2014;
Orefice et al., 2006).

Para tanto, a utilizagdo de biomateriais a base de quitosana e gelatina sdo uma
realidade na area da saude, e sua aplicagdo vem sendo estudada em varios campos,
desde a industria farmacéutica, até a engenharia tecidual. Tendo em vista que esses
polimeros naturais possuem grupos funcionais (como grupamentos amino, grupos
carboxilicos e hidroxilas) disponiveis para modifica¢cées quimicas (hidrélise, oxidagéo,
reducéo, esterificacdo, ligagcbes cruzadas, etc.) e enzimaticas e que também
interagem com outras moléculas, através destes pode-se obter uma vasta variedade
de produtos com propriedades adaptaveis (Gomes et al., 2013; Spin-Neto et al., 2008).

2.4.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero que apresenta uma estrutura formada por
ligagbes glicosidicas entre unidades de 3(1,4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e
B(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose. E obtida a partir da reacdo de desacetilagao
da quitina, sendo denominada quitosana quando apresentar grau de desacetilacao
acima de 50%. E considerada como um material funcional apropriado para aplicacdes
biomédicas por sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo-antigenicidade e
propriedades de adsorcao (Simoes et al., 2010; Dias et al., 2013).

A cadeia polimérica da quitosana é do tipo linear e para determinadas
aplicagbes tem sido utilizados agentes reticulantes como: &cido sulfurico,
glutaraldeido, tripolifosfato, genipina entre outros. Assim como a maioria dos
polissacarideos e proteinas, a quitosana € um termoplastico, pois € constituido de
cadeias poliméricas individuais que sao mantidas juntas por ligacdes relativamente
fracas, como ligacdes dipolo-dipolo e forcas de Van der Waals, podendo ser
processado por técnicas usuais e ser dissolvido em solventes, formar filmes e outros
dispositivos (Figura 5) (Fideles, 2010; Jayakumar et al., 2011; Dash et al., 2011).
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Figura 5 - Estrutura da quitosana (Pengpong et al., 2014).

A biocompatibilidade da quitosana tem sido investigada e relatada ao longo das
ultimas décadas. Muitos estudos foram realizados para avaliar a biocompatibilidade in
vitro da quitosana e de sistemas a base de quitosana usando varios tipos de células,
tais como fibroblastos, osteoblastos, condrécitos, células endoteliais, células neurais
e hepatécitos (Jiang et al., 2014).

A versatilidade da quitosana permite sua conformagédo em formas tao variadas
quanto sua aplicabilidade como fibras, arcabougos, membranas, esferas etc. Por ela
nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura quimica ser
similar a da celulose, ela pode ser usada como um novo tipo de fibra dietética. A
aplicacdo da mesma no meio biolégico depende de sua massa molar e de seu grau
de acetilagcao, e isto esta relacionado a efetividade do processo de desacetilagdo da
quitina, além da forma como se apresenta, isto €, como gel, fibra, nanoparticula,
esponja, membrana, p6 ou filme. Nas formas de esponja e micro granulos, também
pode ser utilizado para liberacao de drogas (Jing et al., 1997; Jayakumar et al., 2010).

Tendo em vista as limitagcbes da quitosana e, vislumbrando agregar
caracteristicas nas propriedades desse polimero, tais como, biodegradabilidade,
bioabsorcdo e nado toxicidade, as pesquisas tem se intensificado cada vez mais na
utilizacdo de outro biopolimero nos sistemas de liberagdo de farmaco, como € o caso
da gelatina.

2.4.2 Gelatina
A gelatina é obtida através da hidrélise do colageno a partir do aquecimento e

consequentemente degradacdao da estrutura conformacional da tripla-hélice,
provocando a desnaturacdo da mesma. Basicamente, a obtencao da gelatina pode se
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dar em trés etapas principais: pré-tratamento da matéria prima, extracéo da gelatina
e purificacao / secagem. Durante o pré-tratamento, onde sdo quebradas as cadeias
polipeptidicas do colageno, pode ser obtidas dois diferentes tipos de gelatinas, a
depender apenas do método empregado, sendo elas dos tipos A e B (Karim e Bhat,
2009).

A gelatina é utilizada na industria farmacéutica na forma de céapsulas e
microesferas; selantes para préteses vasculares; como mantas absorventes para uso
cirurgico; como curativos e adesivos. Trata-se de uma proteina soluvel derivada da
desnaturacao parcial do colageno. Apresenta boa biocompatibilidade e
osteocondutividade e como biomaterial possui varios atrativos, entre eles, a nao-
antigenicidade em condicdes fisiol6gicas, sendo completamente reabsorvida in vivo.
Suas propriedades de adesividade e plasticidade tornam a gelatina uma matriz
adequada para compoésitos e também na obtencdo de estruturas tridimensionais
utilizadas em sistemas para liberacao controlada de farmaco (Liu et al., 2006; Silva,
2013).

Em temperatura de aproximadamente 40 °C, as solu¢des aquosas de gelatina
estdo no estado sol e sofrem gelatinizagdo quando resfriadas a temperatura ambiente.
A transformacéao sol—gel ocorre devido a transicdo ordem-desordem conformacional
das cadeias da gelatina que formam regiées termoreversiveis pelas ligacdes entre as
hélices em zonas de conexao estabilizadas por ligacées de hidrogénio (Bigi et al.,
2004).

As propriedades da gelatina estdo divididas em dois grupos principais: as
propriedades relativas ao comportamento gelificante e as propriedades
fundamentadas em seu comportamento superficial (baseadas na presenca de grupos
carregados, secbes hidrofilicas ou hidrofébicas da cadeia proteica) conseguindo
assim ter aplicagdes na industria de alimentos, cosméticos e farmacéutica. Assim,
estes materiais conseguem facilmente formar peliculas, microencapsular compostos,
estabilizar emulsdes, apresentando as propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade, que fazem deles materiais promissores para a preparacdao de
biomateriais (Gomez - Guillén et al., 2011).
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2.5 Liberacao Controlada de Farmacos

No tratamento de disfungbes relacionadas a saude é desejavel que o
medicamento alcance o seu local de agdo a uma concentragao particular e que esta
dose terapéutica permaneca constante em um periodo suficientemente longo para
alterar o processo. No entanto, a acdo de agentes farmacéuticos € limitada por varios
fatores, incluindo a sua degradacado, a sua interacdo com outras células e a sua
incapacidade para penetrar nos tecidos como resultado da sua natureza quimica. Por
estas razdes, novas formulacbes sado estudadas para alcancar uma resposta
farmacoldgica maior, entre estes os sistemas poliméricos de transportadores de
farmaco sdo de grande interesse. Varios tipos de dispositivos formados por matrizes
poliméricas tém sido utilizados em formas farmacéuticas como: Comprimidos,
capsulas, granulos, sistemas transdérmicos e implantes. Estes dispositivos
poliméricos apresentam mecanismos que governam a liberacao do farmaco (Coimbra,
2010).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos envolve
conhecimentos multidisciplinares que utilizam os avancos nas ciéncias biologicas,
farmacéuticas, quimicas, fisicas e das engenharias sendo vitais para o sucesso do
desenvolvimento de produtos (Del Valle et al.,, 2009). Silva (2013) desenvolveu
membranas de quitosana e gelatina para liberagéo de heparina com indicagao de uso
no tratamento do tromboembolismo venoso.

As principais vantagens ao desenvolver e utilizar os sistemas de liberagcéo
controlada sdo: manter nivel terapéutico com baixa oscilagao; impedir niveis toxicos e
efeitos colaterais locais e sistémicos; evitar subniveis terapéuticos, aumentar
concentragdes plasmaticas de principios ativos de meia-vida plasmatica relativamente
curta; maior seguranca na utilizacao de alguns farmacos de elevada poténcia; maior
comodidade pela diminuicdo do numero de administragbes diarias facilitando adeséo
do paciente ao tratamento, podendo evitar a administragéo noturna (Lyra et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local da Pesquisa

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

3.2 Materiais

¢ Quitosana - Produzida no CERTBIO, Grau Médico. Massa molar 260KDa
(Médio Peso). Acima 90% Grau de desacetilagao;
e Gelatina tipo A obtida de pele suina - Sigma Aldrich;

e Etonogestrel- Sigma Aldrich®.
3.2.1 Reagentes

o Acido Acético Glacial - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico.
e Lisozima - Sigma Aldrich®;

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

e Hidréxido de aménio - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico;

e Agua destilada.
3.3 Métodos
3.3.1 Obtencao das membranas de quitosana
As membranas foram obtidas através do método de evaporagédo de solvente,
por meio da dissolu¢ao do polimero em &cido acético (1% v/v), para uma concentragao

final da solugao polimérica (1% m/v), por meio de agitacdo magnética por um periodo
de 2 horas, em aproximadamente 40 °C de temperatura.
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Apés obtencgao da solucao de quitosana, a mesma foi distribuida em placas de
Petri de acrilico de 5,5 cm, onde constou de um volume final em cada placa de 30 mL
de solucao, em seguida foram submetidas a secagem em estufa com temperatura 37
°C por 5 dias até a completa evaporacédo do solvente, seguido de neutralizagdo por
hidroxido de aménia (NH4OH) a 2% (v/v) por 2 h.

3.3.2 Obtencao das membranas de quitosana com gelatina

As membranas de quitosana com gelatina foram preparadas seguindo a
metodologia anteriormente citada, e posteriormente acrescentou-se a solucdo de
quitosana, gelatina nas proporgdes de 5 % e 10 % (m/m) em relagdo ao valor de

massa da quitosana.

3.3.3 Obtencao das membranas de quitosana com gelatina e etonogestrel

Utilizou-se o etonogestrel na proporcéo de 4 mg (referéncia da producao diaria
na fase folicular), o qual foi adicionado as solucdes de quitosana sem e com gelatina,
seguindo a metodologia anterior, através da agitacdo magnética da solugcao por um
periodo de duragao de 2 horas, a fim de se obter uma homogeneizacdo adequada do
farmaco.

Para obtencao das membranas utilizou-se a mesma metodologia descrita para
as membranas sem o farmaco. E para a neutralizacdo, as membranas foram
submetidas a uma atmosfera com NHsOHa 2 % (v/v) por 2 h. A Figura 6 ilustra o
Fluxograma simplificado da producdo das membranas de quitosana/gelatina e
etonogestrel e a Figura 7 a membrana confeccionada.
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Solucao de Ac. ,
. + Quitosana
Acético (NaOH) 1%

(v/V)

Solucgéo de

Quitosana 1% (m/v)

Gelatina 5 e 10%

(m/m)

Solucédo de
Quitosana 1% (m/v)
Com e Sem
Farmaco
Solucao
Quitosana/Gelatina
5 e 10% (m/m)
Com e Sem

Secagem em Estufa
37 °C (5 dias)
Farmaco

Neutralizacao
NH4OH a 2 % (v/v)

Secagem em Estufa
37 °C (5 dias)

Caracterizacao

Neutralizacao
NH4OH a 2 % (v/v)

Caracterizacao

Figura 6 - Fluxograma do processamento das amostras (Fonte:Prépria).
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A

Figura 7 - Membrana de quitodasana/gelatina e etonogestrel (Fonte: Prépria).

Apbs a obtencdo das amostras, as mesmas foram codificadas conforme

ilustradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Codificagdo das amostras
Codificacao das Amostras

Q Quitosana
QG5 Quitosana e Gelatina 5%
QG10 Quitosana e Gelatina 10%
QE Quitosana e Etonogestrel
QEG5 Quitosana, Etonogestrel e Gelatina 5%
QEG10 Quitosana, Etonogestrel e Gelatina 10%

Fonte: Prépria

3.4 Caracterizacao

Todas as amostras foram caracterizadas por meio dos seguintes ensaios:
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV); Espectroscopia por Energia Dispersiva
de raios X (EDS); Difracdo de raios-X (DRX); Espectroscopia na Regidao do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Molhabilidade por Medida de
Angulo de Contato; Biodegradacéo; Grau de Intumescimento e Citotoxicidade. Foram
preparadas 5 amostras de cada tipo de material para cada ensaio.



32

3.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) /Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS)

Para realizagdo das analises, utilizou-se o microscopio eletrénico de varredura
de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, no qual possui aumento de até 10000x,
profundidade de foco de 1mm, resolu¢cdo de 30nm, 15KV, além do baixo vacuo e
pressao variada (1 a 270Pa), sem recobrimento metalico. O MEV foi utilizado para
identificar a morfologia da superficie das membranas. As imagens foram obtidas
através da magnificacao de 500x.

A caracterizagdo por EDS foi realizada através do sistema de microandlise
quimica do EDS, no qual encontra-se acoplado no MEV, para determinar a
composicao pontual do biomaterial.

3.4.2 Difracao de raios-X (DRX)

As analises de difracao de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente
em aparelho XRD-6000 Shimadzu, empregando radiagéo Ka do cobre (1,5418 A),
tensao de 40 kV e corrente 30 mA. As amostras foram examinadas em um intervalo
de 26 entre 5 e 30°, sob uma velocidade de 2°/min. O objetivo deste ensaio foi estudar

o comportamento cristalografico do material.

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

As amostras foram submetidas a técnica de espectroscopia na regidao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), em temperatura ambiente e o
equipamento utilizado foi o0 Spectrum 400 da Perkin EImer. 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'.



33

3.4.4 Molhabilidade por Medida do Angulo de Contato

A técnica consistiu no célculo da molhabilidade da membrana baseada na
andlise do formato da gota, por meio da utilizacdo do aparelho goniémetro. O angulo
de molhabilidade entre a agua com tensao superficial conhecida e a superficie sélida
depende da relacdo entre as forgas adesivas, que faz com que a gota se espalhe
sobre a superficie. A Figura 8 ilustra o aparelho goniémetro utilizado para realizar a
analise de Molhabilidade.

Figura 8 - Aparelho gonidmetro (Fonte: Prépria).

3.4.5 Biodegradacao

O ensaio de biodegradacao foi realizado para observar a degradacao das
membranas nos periodos de 7, 14 e 21 dias.

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

As membranas obtidas foram pesadas em balanca digital antes e apds serem
submetidas ao ensaio de biodegradacgao, no intuito de verificar a perda de massa das
mesmas. Em seguida, foram divididas em dois grupos, onde foi utilizada a solucao de
Phosphate Buffered Saline — PBS com concentracdo de 1mg/mL como controle (pH
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préximo de 7) e o outro grupo contendo uma solu¢cado com PBS e Lisozima. O pH da
solucao foi verificado no inicio e apdés o término do ensaio para avaliacdo das
possiveis variagoes.

Com isso, foram utilizadas cinco amostras para cada tipo de membrana, no
qual se refere a amostras com solucao de PBS como também as amostras na solugcéao
com lisozima. Logo apds, o material foi colocado em estufa microbiologica para
incubacao, sob a temperatura de 37°C, sendo retirada da estufa apds o periodo de 7,
14 e 21 dias, e lavado com agua destilada. A secagem foi realizada durante o periodo
de 24 horas em estufa a 50°C, seguidas de pesagem em balanca analitica. Os
resultados da biodegradacao foram obtidos a partir da razao entre Peso Final (Mf)

pelo Peso Inicial (Mi), como ilustrado na Equacéo 1.
M
MR =— Equacéo 1

3.4.6 Grau de Intumescimento (Gl)

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o grau de intumescimento
das membranas obtidas. As mesmas inicialmente foram pesadas e mantidas em
solucao de PBS por 24 h. Em seguida, retirou-se da solucao e colocou-se sobre papel
filtro para que o excesso de solucao fosse retirado, sendo elas logo em seguida
pesadas em balanca digital. O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t,
foram calculadas de acordo com a Equacao 2.

Todas as amostras foram pesadas antes e apds o intumescimento para verificar

0 quanto a membrana ganhou em peso.

wt-wo
wo

Gl =

X 100 Equacgéo 2

Onde:
Wt: é o0 peso da amostra no tempo t

Wo: é o peso inicial da amostra
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3.4.7 Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro das membranas foi realizada pelo teste de
avaliacdo da viabilidade celular dos macréfagos por MTT [brometo de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] de acordo com a ISO 10993-5:2009. Os
parametros de avaliacao observados sdo a porcentagem de morte celular e a IC50
(concentragao do produto que inibe 50% do crescimento celular).

O MTT é um ensaio colorimétrico quantitativo, sensivel e de confianga que
mensura a viabilidade, proliferacdo e atividade das células, baseando-se na
capacidade da enzima desidrogenase encontrada nas mitocéndrias de células vivas
converter o substrato amarelo, soluvel em agua (MTT) em produto de cor purpura,
decorrente da formacéo de cristais de formazana, que séo insolluveis em agua, que
poderdo ser entdo detectados através da leitura da absorbancia em um
espectrofotdmetro. A quantidade do formazana produzida é diretamente proporcional

ao numero de células viaveis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) / e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (EDS)

A Figura 9 ilustra as imagens obtidas de MEV das amostras de quitosana e
quitosana com gelatina. Na analise da morfologia das membranas (Q, QG5 e QG10)
observa-se uma superficie densa e lisa, com a presenca de algumas particulas
dispersas, provavelmente decorrentes do processo de solubilizacdo da solucao.

Quando comparadas, nao foi possivel visualizar diferengas significativas.

[acto ]

Figura 9 - Imagens de MEV da membrana de quitosana e quitosana com gelatina com
magnificagdo de 500x (Fonte: Prépria).

Nascimento (2014), nas analises de MEV de suas membranas de quitosana,
constatou que as mesmas se apresentaram densas, lisas e planas e sem a presenga
de poros, corroborando com os achados nessa pesquisa.

Ao analisar os dados da Tabela 2, constatou-se a presenca dos elementos
oxigénio, nitrogénio e carbono presentes nos filmes, caracteristicos da quitosana e da
gelatina, nota-se também a presenca do elemento silicio, que possivelmente é
proveniente de uma contaminagdo que ocorreu durante o processamento das

amostras.
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Tabela 2- Identificagdo da composicao quimica das amostras de quitosana e quitosana com
gelatina, realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

AMOSTRAS Oxigénio (%) Nitrogénio (%) Carbono (%)
Q 75,9 % 12,5 % 11,6 %
QG5 73,00% 13,8% 13,2%
QG10 72,8% 13,8% 13,4%

Fonte: Prépria

No trabalho de Melin (2013), foi verificada a predominancia dos elementos
carbono (C) e oxigénio (O), presentes na estrutura da quitosana e da
carboxilmetilcelulose. J& Cruz e colaboradores (2016) observaram a partir da
caracterizagao por EDS a presenca dos elementos quimicos presentes na quitosana
(O, C,eN).

Nas imagens de MEV (Figura 10), as membranas de quitosana com farmaco e
quitosana com farmaco e gelatina, apresentaram uma morfologia lisa e densa,
entretanto na amostra QEG5 observam-se algumas marcas (tragos), provenientes das
ranhuras presentes na placa de Petri.

Figu 10- Iagensde MEV da mmbrana de qitosana om onogesrel, tosana com
etonogestrel e gelatina (Fonte: Propria).

Nao se observa diferencas morfoldgicas entre as membranas com e sem
farmaco. Entretanto, no estudo de Furtado (2014), identificou-se a separacado da
interface entre a matriz polimérica e o farmaco.

Na anadlise de espectroscopia por energia dispersiva de raios x (Tabela 3), apos
a adicdo do farmaco, observa-se um aumento no percentual do elemento oxigénio

proveniente da molécula de Etonogestrel.
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Tabela 3- Identificacdo da composicao quimica das amostras de quitosana com farmaco e
quitosana com farmaco e gelatina, realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

AMOSTRA Oxigénio (%) Nitrogénio (%) Carbono (%)
QE 81% 11% 8%
QEG5 73,5% 14,5% 12%
QEG10 78,9% 12% 9,2%

Fonte: Prépria

Por meio dos estudos de Klauss (2010), no qual o mesmo observou a
caracterizacao por EDS de matrizes de PCL e Progesterona, os resultados
encontrados evidenciaram a proporcionalidade de carbono e oxigénio presente na
composicao do polimero e do farmaco, o que corrobora com os resultados obtidos
nessa pesquisa.

4.2 Difracao de raios-X (DRX)

Na Figura 11 observa-se o difratograma do filme de quitosana, onde nota-se

um perfil semicristalino com pico em torno de 20°.
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Figura 11 - Difratograma de Raios X das amostras de quitosana (Fonte: Propria).
Fidéles (2010) e Holanda (2011) quando trabalharam com filmes de quitosana,

observaram uma unica banda larga encontrada em torno de 15-30°, com pico maximo

26 em torno de 20°, sendo este comportamento tipico de polimeros semicristalinos.
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Nos filmes de quitosana com 5% de gelatina (Figura 12), foi possivel identificar
uma discreta diminuicAo da intensidade do pico quanto comparada com o
difratograma da membrana de quitosana pura. Ja na membrana com 10% de gelatina
observou-se um discreto aumento da intensidade do pico. Esse resultado indica que
o percentual de gelatina inserido na membrana altera a cristalinidade do material.

Intensidade (u.a)
1
Intensidade (u.a)

26(7) 287

Figura 12 - Difratograma de Raios X das amostras de quitosana com gelatina (Fonte: Prépria).

Segundo Araujo et al. (2012) essa carateristica de banda larga indica que a
base polimérica da quitosana seguida pelas ligagdes N-glicosidicas entre os
monémeros da estrutura, ocasiona em desordenamento cristalino devido as longas
distancias interatémicas, gerando uma estrutura aleatoéria.

A Figura 13 ilustra os difratogramas das amostras com farmaco. Nota-se nos
difratogramas com o farmaco um perfil semicristalino, entretanto, com a incorporacao
do mesmo, observou-se redugdo na intensidade dos picos, como também um

deslocamento de 20° para 23° quando comparado as membranas sem o farmaco.
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Figura 13 - Difratograma de Raios X das amostras de quitosana com etonogestrel, quitosana
com etonogestrel e gelatina (Fonte: Prépria).

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados nos estudos de Klauss
(2010) no desenvolvimento de dispositivos poliméricos implantaveis para a liberacao
de farmaco, onde observou-se um perfil semicristalino na amostra de etonogestrel

analisada, com picos intensos em 26 em torno de 10,5° a 17°.

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

A técnica de FTIR foi realizada para avaliar se ocorreu a interacao entre os
grupos funcionais caracteristicos dos materiais utilizados para obtengdo do
biocompédsito nesta pesquisa. A Figura 14 ilustra o espectrograma obtido da
Quitosana.

Analisando o espectro de infravermelho da quitosana constata-se que 0 mesmo
apresentou bandas de absorgdes na regido entre 3670 a 3000 cm' referente as
vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH. Na regido em torno de 2970 a 2850
cm'observa-se vibragdes de deformacdo axial referente a carbonos alifaticos C-N.
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Figura 14 - Espectro de FTIR do p6 da Quitosana (Fonte: Prépria).

Nas bandas referentes as regides em torno de 1700 a 1630 cm™ e 1600 a 1530
cm', nota-se vibragdes de deformacao axial de duplas ligacdes C=0 de amidas N-
substituidas e a deformagdo angular simétrica no plano do grupo NH:z
respectivamente. Em torno de 1420 cm™' observa-se vibragdes do tipo de deformacgao
axial do grupo C-O. A banda em 1068 cm™ é referente a deformacgdes axiais e
angulares de ligagdes C-O de alcoois, e por fim as bandas nas regides de 1152,1022
e 901 cm™ s&o atribuidas ao alongamento -C-O-C-. Esses resultados estao de acordo
com os resultados obtidos por Camacho et al. (2010) e Rachipudi et al. (2013).

A Figura 15 ilustra o espectro de FTIR da Gelatina em pd, no qual foi possivel
intendificar os seus grupos caracteriticos.
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Figura 15 - Espectro de FTIR do Gelatina em p6 (Fonte: Propria).
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Na regido de 3290 cm', apresenta-se banda larga, resultante da associagéo
polimérica das vibragcdes de deformacéao axial do grupo O-H. Nas bandas 1632, 1537
e 1450 cm, observa-se as vibragoes do tipo deformacao axial e angular de aminas e
amidas substituidas do grupo N-H e do grupo CHzrespectivamente. Nas regides 1331,
1241, 1084 cm™', é possivel identificar as vibragdes do tipo deformacao axial e angular
de carbonos aromaticos e alifaticos do grupo C-N e do grupo C-O de alcoois
secundarios.

Analisando os espectros de FTIR dos filmes obtidos (Figura 16 e 17) de
quitosana e quitosana com gelatina, com e sem farmaco, pode-se notar que apés a
incorporacao do farmaco houve um aumento na intensidade de todas as bandas, além
disso, pode ser observado na regido 1540 e 1410 cm™' um deslocamento das bandas

amina e amidas, o que evidencia a interagdo entre o farmaco e a matriz polimérica.
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Figura 16 - Espectro de FTIR das membranas de quitosana e quitosana/gelatina (Fonte:
Prépria).
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Figura 17- Espectro de FTIR das membranas de quitosana e quitosana/gelatina etonogestrel
(Fonte: Propria).

Os resultados obtidos por Liu et al. (2006), em que se observou as seguintes
bandas referentes ao espectro de gelatina, foram encontrados em 3290 cm,
estiramento O-H, na regido 1656 cm™' referente ao estiramento da carbonila (amida I),
em 1556 cm vibragbes no plano da ligacdo N-H e ao estiramento C-H (amida 1),
resultados estes que corroboram com os encontrados neste trabalho.

Vulcani e Plepis (2006) quando avaliaram o espectro da matriz polimérica de
colageno para liberagdo de progesterona, observaram que no espectro do colageno
destacaram-se as bandas 1450 e 1235 cm™ e que no da progesterona as bandas
caracteristicas da molécula estdo em torno da regido entre 1700 e 1200 cm™', notaram
que com a incorporacao da progesterona na matriz polimérica as bandas
caracteristicas do colageno em 1450 e 1235 cm™' sofreram sobreposigdo em torno de
1650 e 1400 cm™', corroborando com os resultados obtidos para os achados nessa

pesquisa.
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4.4 Molhabilidade por Medidas do Angulo de Contato

A Figura 18 ilustra os valores de Molhabilidade das membranas estudadas. A
partir dos valores obtidos, nota-se um aumento no angulo de contato das amostras
apds a incorporacao do farmaco, isso se justifica pela redugéo da cristalinidade das
mesmas em decorréncia da adigao do Etonogestrel, entretanto os valores evidenciam
que as amostras apresentam um carater hidrofilico, visto que os valores observados
estdo abaixo do angulo de contato de 90°.

A técnica é fundamentada na medida do angulo de contato da gota, o qual avalia
as caracteristicas de hidrofilicidade e hidrofobicidade, portanto para materiais que
apresentem angulo de contato maior que 90° considerar-se-4 material com perfil
hidrofobico, porém quando o material apresentar angulo de contato inferior a 90° o

mesmo é dito como material de perfil caracteristicamente hidrofilico.

- 1] =]
(= [=] L=
1 1 1

Angulo de Contato(”)
>
[=]

o
1

Molhabilidade por Medida de

F © & &

Figura 18 - Gréafico com os valores referentes a Molhabilidade por Medida de Angulo de
Contato das amostras analisadas (Fonte: Prépria).

A molhabilidade é afetada pela presenca de grupos polares e nao polares na
superficie. A incorporacdo de grupos funcionais tais como: C-OH (alcool), C-O-O-H
(hidro peréxido), H-C=O (aldeido), C=O (carbonila), C-O-C=O (Ester), C-O-O
(peréxido), H-O-C=0 (acido) e NH2 (amina), através do ataque a superficie polimérica
podem provocar modificacdo superficial (Macédo et al., 2012). Esse fato pode entao

explicar as interacbes quimicas ocorridas entre o farmaco e a matriz polimérica.
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A molécula do Etonogestrel apresenta um carater anfipatico, ou seja, a mesma
apresenta regidées com grupos polares e apolares. Possivelmente os grupamentos
hidroxila e carbonila da molécula do Etonogestrel, interagiram com os grupamentos
aminas e amidas da matriz polimérica, como anteriormente observado pela
Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier, essa
ligacdo expds o grupamento apolar da molécula do farmaco (C=C) na superficie,

tornando os filmes menos hidrofilicos apds a incorporagdo do Etonogestrel.

4.5 Biodegradacao

A analise de biodegradacao foi realizada aos 7, 14 e 21 dias em solugéo de

PBS e PBS/Lisozima e os resultados estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4 - Perda de massa percentual das membranas de quitosana e dos biocompdésitos
submetidos a ensaios de biodegradacao.

PERDA DE MASSA DAS MEMBRANAS 7, 14 e 21 DIAS DE
Ensaio ENSAIO (%)
PBS Lisozima/PBS

7 dias 14 dias 21 dias | 7 dias | 14 dias 21dias
Q 1,5 71 8,0 2,2 7,5 11,3
QG5 6,1 11,3 17,4 7,7 13,1 15,1
QG10 11,1 13,2 18,5 12,8 14,6 20,3
QE 1,7 8,0 9,1 2,3 8,7 13,4
QEG5 9,8 16,3 20,1 12,1 21,3 22,3
QEG10 20,2 22,2 25,6 22,3 24,8 30,4

Fonte: Prépria

Analisando os valores obtidos com a degradacao das membranas de quitosana
expostos em PBS e lisozima/PBS no periodo de 7, 14 e 21 dias, observou-se que, em
todas as amostras, a degradacgao foi mais acentuada sob a agéo da lisozima, o que
demonstra a eficiéncia desta enzima na degradacao da quitosana e corrobora com 0s

resultados encontrados por Holanda (2011).
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A hidrélise enzimatica de um polimero vai depender da hidrofilicidade da cadeia
polimérica, a qual deve ocorrer sempre na superficie do polimero, e esta pode ser
facilitada pelo aumento da hidrofilicidade superficial do mesmo (Paoli, 2009).

Segundo Dallan (2005), a avaliacao da degradacao de um biomaterial no meio
biolégico é de suma importancia, visto que esta caracterizacao esta diretamente
relacionada ao tempo em que o material sera absorvido pelo organismo apds sua
insercéo ou utilizagdo no corpo.

Segundo Nelson e Cox (2014), a quitosana € metabolizada por certas enzimas
humanas, especialmente a lisozima. A presenca de grupos amino desacetilados
permite maior reatividade da quitosana em relacao a quitina. A lisozima € encontrada
no fluido lacrimal em teores acima de 1%, no muco dos mamiferos e pode ser
produzida por bactérias e outros organismos. E capaz de digerir a parede celular de
bactérias cujas estruturas contém carboidratos. Sua acao provém da degradacao do
esqueleto glicosidico do peptidoglicano.

A degradacao da quitosana pela lisozima depende, dentre outros fatores, do
grau de desacetilagdo da quitosana, uma vez que a lisozima se liga aos grupamentos
N-acetilglicosamina presentes na estrutura deste polissacarideo. Estes grupamentos
sao de fundamental importancia no reconhecimento da quitosana como substrato para
a lisozima (Kurita et al., 2000; Suh e Matthew, 2000).

Nas membranas adicionadas de gelatina foi possivel notar que o aumento da
concentragdo de gelatina nos filmes possibilitou maior percentual de degradacéo
massica nas amostras, da mesma forma ocorreu com a insercao do farmaco.

Nos estudos de Batista (2015), as amostras de quitosana que ficaram expostas
ao meio PBS seguiram um aumento gradativo na degradagdo massica ao decorrer
dos 21 dias de analise, no entanto, ocorreu um incremento na faixa de 3,6 a 4,6% do
total de massa degradada nos filmes que ficaram imersos em meio PBS com a enzima
Lisozima, sendo assim, corroborando assim com os resultados encontrados nesse
trabalho.

De acordo com Medeiros (2016), a biodegradacao de muitos polimeros tem
sido estudada, especialmente da quitosana, por ser de facil manipulac¢éo, favorecendo
esse tipo de estudo. Quando o mesmo estudou o tempo de biodegradacao de esferas
de quitosana na presenca da lisozima, observou que houve uma diminuicdo da massa

das esferas, reforgando os resultados encontrados nessa pesquisa.
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4.6 Grau de Intumescimento

A Figura 19 ilustra o percentual de intumescimento das amostras de quitosana,
quitosana/gelatina e quitosana/gelatina/etonogestrel. Observa-se que apds a adicao
do fa&rmaco nas membranas, houve um aumento do intumescimento das amostras,
sendo mais evidenciado na amostra QE. Esse fato pode estar atrelado a boa interacao
quimica entre o farmaco e a quitosana, além disso, nota-se também que o acréscimo
de gelatina nos filmes com farmaco pode-se evidenciar que possivelmente haja uma
competicao entre a gelatina e o farmaco pelos grupos reativos da quitosana. Outro
aspecto importante observado, quando se correlaciona esta analise com os resultados
observados na analise de DRX, € que as membranas com o etonogestrel
apresentaram menor cristalinidade, tendo em vista que a cristalinidade de um
determinado material esta diretamente relacionada a conformacéao dos atomos em sua
estrutura e que quanto menor a cristalinidade menor a organizacao destes, pode-se
inferir que essa reducgéao na cristalinidade na amostra QE contribuiu para a permeacao

de liquidos na mesma, favorecendo assim um maior intumescimento.

600 -

400 4

200 -

Intumescimento (%)

O S K P O
F £ & &

Figura 19 - Grau de Intumescimento das amostras (Fonte: Prépria).

Segundo Rodrigues (2016), o intumescimento depende da presenca de grupos
hidrofilicos em regides acessiveis, diante disso, a reduc¢ao na cristalinidade aumenta
a disponibilidade destes grupos influenciando na absorcao de liquido pela amostra.
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De acordo com Goncalves e Araujo (2011) o intumescimento é depende da
penetracéo do liquido nos arcaboucos e da interacao da agua (através de ligacdes de
hidrogénio) com pontos reativos (-NHs+, NH2 e — OH). Os grupos —NH3* estdo
presentes, principalmente, na quitosana com pH inferior a 7,2.

No trabalho de Gomes (2017) na analise de intumescimento das amostras de
quitosana com fenticonazol, foi observado um perfil aparente ao encontrado nesse
trabalho, evidenciando-se 0os mesmos aspectos vistos, tais como, boa interagéo entre
o farmaco e a matriz quitosana e a possivel competicéo entre o farmaco e a gelatina

pelos sitios ativos da quitosana.

4.7 Citotoxicidade

A avaliagédo da atividade citotoxica das membranas foi realizada pelo método
do MTT e teve por objetivo avaliar a viabilidade das células em face do material
produzido para uso em organismos Vvivos, pois todo material que tem por finalidade
ser utilizado em ser vivo deve, como regra de seguranca, ndo ser tdéxico e ser
biocompativel. Os resultados de citotoxicidade das membranas estdo ilustrados na
Figura 20.

100

Viabilidade celular (%)

Figura 20- Viabilidade celular das membranas de quitosana e quitosana com gelatina, com e
sem farmaco (Fonte: Propria).

Quando comparado o percentual de citotoxicidade das membranas com o valor
minimo determinado por Bispo (2009), que é de 50%, e pela norma ISO 10993-5:2009
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que é de 70%, pode-se afirmar que todas as membranas se apresentam viaveis, uma
vez que se encontram com percentual de viabilidade acima de 80%.

Barbosa (2011) e Sousa (2012) confeccionaram membranas de quitosana e, da
mesma forma constataram que a quitosana ndo € citotoxica. Estes resultados
corroboram com os encontrados nesta dissertacao e indicaram que o etonogestrel nao

alterou a viabilidade celular.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que a
técnica de processamento utilizada para obtencdo das membranas é promissora, 0
que possibilita sua aplicagdo na produgcédo de um biomaterial para utilizagéo in vivo
como método contraceptivo, pois o farmaco interagiu com a matriz polimérica, além

disso, apresentou viabilidade celular acima do estabelecido pela norma vigente.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo da validacdo de metodologia analitica e liberacao do etonogestrel;
Avaliacao pré-clinica para confirmar a efetividade do sistema de farmaco de

longa duragao e menos invasivo.
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