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Resumo:

A terapia de reposicéo de estrogénio para mulheres menopausadas ocorre por via sistémica ou vaginal, sendo a Gltima, a via de
administracdo ideal para a atrofia urogenital. Os anéis poliméricos para liberagdo de hormdnios representam uma modalidade
de tratamento, no entanto, se faz necessario a retirada dos mesmos apds o seu periodo de funcionalidade que é de 21 dias.
Diante disso, 0 uso de polimeros como a quitosana, que possui caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
mucoadesdo apresenta-se como uma alternativa para desenvolvimento dos anéis. Desta forma, o presente trabalho objetivou o
desenvolvimento de anéis biodegradaveis para liberagéo intravaginal de promestrieno. Os anéis foram desenvolvidos, através
da dissolucdo da quitosana em acido latico (1% v/v), para uma concentragdo final da solucdo polimerica (5% m/v), seguida da
incorporacgdo de gelatina (30% m/m) e 10 mg/g de promestrieno concentracdo esta utilizada em anéis comerciais em 30 mL da
solugdo de quitosana para producdo de um anel. Utilizou-se um molde em formato de anel e foi realizada a coagulagdo da
solucdo de quitosana/gelatina/promestrieno em hidréxido de sédio 1 M, em seguida ocorreu a lavagem e submersdo das
amostras em polietilenoglicol (PEG) 400 por 24 h. Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem e caracterizadas por
meio das técnicas de Microscopia éptica (MO), Espectroscopia na Regido do Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), Molhabilidade por medida de &ngulo de contato e ensaio mecénico de tracdo. Na MO as amostras apresentaram-se
densas, assemelhando-se a amostra do anel comercial. Nos resultados de FTIR demonstraram que o farmaco interagiu
quimicamente com a matriz polimérica, possivelmente por pontes de hidrogénio, ligagdes dipolo-dipolo e dipolo induzido. Na
molhabilidade por medida de &ngulo de contato, constatou-se que todas as amostras evidenciaram angulo de contato igual a 0°
caracterizando-as como hidrofilicas. O ensaio mecanico de tracdo constatou-se que a incorporacdo do farmaco possibilitou o
aumento na resisténcia. Mediante o exposto conclui-se que as amostras confeccionadas apresentaram semelhancas com o
comercial e adequada interagdo quimica entre os constituintes, logo foi possivel obter um anel intravaginal de
quitosana/gelatina e promestrieno.

Palavras-chave: Estrogénio. Biopolimeros. Biomateriais. Farmaco.

Abstract:

Estrogen replacement therapy for menopausal women may be administered systemically or vaginally, the latter being the
optimal route of administration for urogenital atrophy. The polymer rings for hormone release becomes a candidate for
treatment, however, it becomes necessary to remove them after their period of functionality is and 21 days. Knowing the
characteristics of chitosan and gelatine as a biodegradable biomaterial and presenting antimicrobial properties, besides
adhesiveness and plasticity, the present work aimed the development of biodegradable rings for intravaginal release of
promstrene. The rings were developed by dissolving the chitosan in lactic acid (1% v / v), to a final concentration of the
polymer solution (5% m/ v), followed by the incorporation of gelatin (30% w / w) and 10% mg / g of promestriene in 30 ml of
the solution for the production of a ring. A ring-shaped template was used and the chitosan / gelatin / promestriene solution was
coagulated in 1M sodium hydroxide, then washed and submerged in PEG 400 for 24 h, subsequently dried and characterized
by techniques of Optical Microscopy (MO), Spectroscopy in the Infrared Region by Fourier transform (FTIR), Wettability by
contact angle measurement and mechanical tensile test. In the MO the samples were dense resembling the commercial ring
sample. The results of FTIR were observed that the drug interacted chemically with the polymer matrix, possibly by hydrogen
bonds, dipole-dipole bonds and induced dipole. In the wettability by measurement of contact angle it was verified that all the
samples showed contact angle equal to 0 ° characterizing them as hydrophilic. Already in the traction test it was found that the
incorporation of the drug made possible the increase in resistance. It was concluded that the prepared samples presented
similarities with the commercial and adequate chemical interaction between the constituents, so it was possible to obtain a
chitosan / gelatin and promestriene ring for future intravaginal release.

Key-words: Estrogen. Biopolymers. Biomaterials. Drug.
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1. Introducéo

Envelhecer é um processo comum a todos os individuos,
mas vivenciado de maneiras heterogéneas de acordo com a
cultura e a sociedade na qual se vive. No que diz respeito ao
envelhecimento das mulheres isso traz alteracGes anatémicas,
fisiolégicas e psicologicas importantes [1]. Suas queixas
comuns durante a menopausa estdo intimamente relacionadas
ao declinio acentuado na producéo de estrégeno, que exerce
um impacto significativo na qualidade de vida [2].

A menopausa ¢ um periodo na vida da mulher que é
caracterizada ndo somente por uma diminui¢do na producdo
do horménio estrogénio, mas também um gradual declinio dos
niveis de androgénios os quais se iniciam antes da faléncia
ovariana [3]. A deficiéncia androgénica pode ser sintomatica
na grande maioria das mulheres, desta forma afetando sua
qualidade de vida neste periodo [4,5].

Diante disso, o tratamento menopausal é pautado em
aliviar os sintomas relacionados ao periodo com a finalidade
de melhorar a qualidade de vida das mulheres [6]. Esse
tratamento estd inerentemente ligado ao efeito do estrogénio
sobre as funcbes fisiologicas, sendo este destacado e
comprovado para 0s sistemas  musculoesquelético,
cardiovascular e genital. O estrogénio desempenha um papel
importante na fisiologia da vagina, na qual os receptores de
estrogénio s&o abundantes [7,8].

N&do surpreendentemente, algumas das queixas mais
comuns entre as mulheres na menopausa consistem em
sintomas urogenitais, que incluem secura vaginal, dispareunia,
distria e infec¢des vaginais e urindrias recorrentes. Estes
sintomas podem afetar gravemente a qualidade de vida e a
atividade sexual feminina [6,7]. A terapia de reposicdo de
estrogénio; administrado por via sistémica (oral, transdérmica,
implantes) ou vaginal (comprimidos, anéis, cremes,
supositérios) é o tratamento padrdo para a atrofia urogenital
[9]. O tratamento local através do principio ativo chamado de
promestrieno é bem mais tolerado do que a administragdo por
via sisttmica e, portanto, preferido pelas mulheres,
principalmente hoje pelo temor do cancer de mama.

Porém é importante destacar que, devido a distribui¢do
generalizada de receptores de androgénios em tecidos
femininos, os androgénios podem afetar o desejo sexual,
densidade mineral éssea, massa e forca muscular, distribuicdo
de tecido adiposo, humor, energia e bem-estar psicolgico.
Por esta razdo, a Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH) por
meio do principio ativo promestrieno em mulheres tem
implicagOes importantes para a satde geral e bem-estar que se
estendem muito além do &mbito da sexualidade, além de ser
uma fonte de produgdo de estrogénio nos tecidos,
particularmente durante a menopausa [10].

De modo a atenuar esses problemas, o desenvolvimento
de novos sistemas de liberacdo ou adequacao dos ja existentes
vem sendo pesquisados, como é o caso de anéis poliméricos
de liberacdo de horménios. Esses tipos de anéis ja sdo
comercializados, no entanto, em sua grande maioria sdo
compostos de polimeros ndo biodegradaveis e, se faz
necessario a retirada dos mesmos apds o seu periodo de
funcionalidade que é de 21 dias [11]. Diante deste contexto,
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observa-se a necessidade da obtencdo de um material que
exerca sua fungdo e, em seguida, seja solubilizado ou
biodegradado sem que haja a necessidade da sua retirada.
Polimeros naturais e biodegradaveis como a quitosana e
gelatina atendem esse critério devido as suas caracteristicas.
Ambos sdo estudados em aplicacfes diversas na area de salde
[12].

A quitosana é um biopolimero, pertencente a familia dos
polissacarideos e € comumente encontrada no exoesqueleto de
crustaceos. Esta se apresenta como um copolimero com
unidades aleatérias ou blocos distribuidos ao longo da cadeia
de biopolimero de N-acetilglucosamina e N-glucosamina. A
porcentagem das unidades N — glucosamina ¢é definida como
grau de desacetilacdo (GD) da quitosana [13]. A Gelatina é
uma proteina sollvel derivada da desnaturacdo parcial do
colageno. O colageno é a proteina mais difundida no corpo
ocorrendo na pele, cartilagem, 0sso e tecido conectivo e
constitui a maior parte das matrizes extracelulares nos
animais. No entanto, o colageno apresenta antigenicidade
devido a sua origem animal [14].

Sendo assim, bem como o colageno a gelatina apresenta
biocompatibilidade e possui varios atrativos, entre eles, a ndo-
antigenicidade em condigdes fisioldgicas e, além disso, €
completamente reabsorvida in vivo. Suas propriedades de
adesividade e plasticidade tornam a gelatina uma matriz
adequada para compositos [15]. Desta forma, o presente
trabalho objetivou o0 desenvolvimento de anéis de
quitosana/gelatina e promestrieno para liberacéo intravaginal.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

e Quitosana 90% desacetilada, CERTBIO.

e Gelatina tipo A - Sigma Aldrich®.

e Acido Latico (CH;COOH) - Vetec®

e Hidréxido de sédio (NaOH) - Vetec®

o Polietilenoglicol 400 (PEG 400) - Sigma Aldrich®
e Promestrieno (C»,Hs,0,) - Eurofarma

2.2 Métodos
2.2.1 Obtencdo dos anéis de quitosana

A solucdo de quitosana foi preparada através da
dissolucdo de 5 g de quitosana em 100 mL de &cido latico a
1% (v/v) sob agitacdo mecénica (100rpm) a temperatura
ambiente por 3 horas.

Posteriormente, a solucdo foi colocada em moldes com
formato de anel, onde em seguida, foram imersos por 24 horas
em uma solucdo de hidréxido de sédio 1 M, para coagulacdo
da solugdo de quitosana no formato de anel. Apos essa etapa,
os anéis foram retirados do molde e lavados em &gua destilada
por 2 horas para que houvesse a retirada do excesso da
solucdo coagulante. Em seguida, o0s mesmos foram
submergidos em PEG 400 por 24 horas, e finalmente foram
lavados em &gua destilada, secos em temperatura ambiente e
caracterizados.
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2.2.2 Obtencdo dos anéis de quitosana com gelatina

Os anéis de quitosana com gelatina foram preparados
através da metodologia anteriormente citada, sendo acrescida
na solucdo de quitosana 30 % (m/m) de gelatina.

2.2.3 Obtencao dos anéis de quitosana com gelatina e
promestrieno

Inicialmente, utilizou-se o farmaco promestrieno na
proporcdo de 10 mg/g do farmaco para 30 mL de solucdo de
quitosana com e sem gelatina obtida através das etapas
anteriores, por meio da agitagdo magnética até a total
homogeneizagdo das substancias, conforme fluxograma
(Figura 1).

Apb6s o desenvolvimento dos anéis, os mesmos foram
codificados de acordo com a Tabela 1.

Acido Latico Quitosana
1% (v/v) Po
Solucéo de Quitosana
5 % (m/v)
VA AN
Gelatina Gelatina
(30%) (m/m) (30%) (m/m)
Promestrieno
1 10 mg/g
1 1
Coagulagdo em NaOH 1M/ Lavagem em agua
destilada
]
Imerséo em PEG 400 por 24 h
|

Lavagem em 4gua destilada

Secagem

Caracterizacoes

Figura 1 - Fluxograma simplificado da metodologia de obtencéo das
amostras.

Tabela 1 — Codificagdo das amostras.

Codificacdo Amostras
AQ Anel de Quitosana
AQG Anel de Quitosana e Gelatina
F Promestrieno
AQF Anel de Quitosana e Farmaco
AQGF Anel de Quitosana, Gelatina e Farmaco
AC Anel comercial

2.3 Caracterizacao

Todas as amostras foram submetidas aos ensaios de
Microscopia  Otica, [Espectroscopia na Regido do
Infravermelho  por Transformada de Fourier (FTIR),
Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato e Tracéo.

3. Resultados e discussao

3.1 Microscopia Optica

Na Figura 2 estdo ilustradas as imagens da MO das
amostras AQGF e AC.

Figura 2 — Microscopia 6tica das amostras AQGF e AC.
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Todas as amostras apresentaram-se lisas e sem poros,
caracterizadas como densas.

A partir das imagens obtidas, pode se observar as
medidas da espessura dos anéis analisados, onde foi possivel
constatar que comparativamente as amostras nao
apresentaram diferencas relevantes quanto a homogeneidade
da espessura do anel. Entretanto, a amostra AQGF quando
comparada com a amostra AC em relagdo a sua superficie,
aparenta ser mais irregular.

Lucena [16] na producdo de tubos de quitosana, utilizou
técnicas de processamentos semelhantes as desse trabalho e
conseguiu resultados semelhantes na microscopia Otica das
amostras, caracterizando suas amostras como densas. Além
disso, 0 mesmo conseguiu obter tubos com espessura
homogénea pela técnica de dip-coating adaptada.

3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 3 ilustra os espectros obtidos para as amostras
AQ e AQG. Observa-se nos espectros as vibraches
caracteristicas da quitosana, onde na regido 3400 cm™ e 2874
cm™ evidencia-se vibragdes do tipo deformacdo axial
referentes aos grupos O-H resultante da associacdo polimérica
da quitosana e C-H de carbonos alifaticos. Em 1648 cm™ e
1450 cm™ nota-se vibracdes do tipo deformacéo axial de C=0
de amidas associadas e deformacéo angular de CH,. Na regido
de 1370 cm™ deformacéo angular de CH; e em 1240 cm™
deformacéo angular de C-N de alifaticos. Na banda 1090 cm™
deformacéo axial do grupo C-O, em 940 cm™ deformacéo
angular fora do plano da C=0 de &cidos carboxilicos. Um
dado a ser observado € a alta intensidade da banda referente a
ligagdo C-H de carbonos alifaticos, a qual pode estar
associada a imersdo da amostra em PEG 400 nas etapas finais
de processamento.

0,84
0,6 4
0,44

0,2

Absorbancia (ua)

0,0

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

NUmero de onda (cm™)

Figura 3 — FTIR das amostras AQ e AQG.

Oliveira [17] encontrou resultados semelhantes para o
espectro de membranas de quitosana com bandas de absorcéo
em 1080 cm™ referente ao estiramento C-O, caracteristica dos
anéis piranosidicos de quitosana; 1380 cm™ deformagdes
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angulares de C-H; 1556 cm™ relacionada a deformacéo
angular N-H (amida 11); 1652 cm™ correspondente ao grupo
C=0 da amida I; 3370 cm™ regifo associada ao N-H, a
ligacéo hidrogénio e ao estiramento O-H.

Diante dos espectros sobrepostos da amostra AQ e AQG
(Figura 3), é possivel identificar a intensificacdo das bandas
3400 cm® referente & deformagdo axial do grupo O-H
associado, 1450 cm™ da deformacéo axial de C=0 de amidas
associadas e 1370 cm™ referente & deformacdo angular de
CHs. Essa intensificacdo ocorre devido a incorporacdo de
gelatina nas amostras.

Denari [18] observou a ocorréncia de deslocamento da
banda 3396 cm™ para 3437 cm™ apés a incorporagdo de
gelatina em membranas de quitosana, esse descolamento
segundo 0 mesmo, ocorre devido as interaces hidrogénio no
grupo N-H nessa vibracg&o.

Segundo Braga [19], 0 aumento na intensidade da banda
1450 cm™ pode indicar as ligacBes do tipo interacdes
eletrostatica entre gelatina e quitosana.

O espectro da Figura 4 é referente as vibracOes
caracteristicas do farmaco (Promestrieno). Na banda de 2914
— 2850 cm™ evidencia-se vibragdes do tipo deformagdo axial
de C-H de alifaticos. Em 1740 cm™ verifica-se vibracdes do
tipo deformacdo axial do grupo C=0 de aldeidos e na regido
1470 cm™ e 1370 cm™ deformacéo angular dos grupos CH, e
CHs. Na banda 1240 cm™ observa-se vibracées de deformacéo
angular de C-N de compostos aromaticos. Em 1020 cm™
verifica-se vibracGes do tipo deformacdo angular do grupo
éteres arométicos e, na banda 720 cm™ nota-se vibracdes do
tipo deformacdo angular de cadeia -(CHy)n-.
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Figura 4 — FTIR da amostra F.

Os resultados comparativos entre as amostras AQ e AQF
(Figura 5) revelam que a introdugdo do farmaco na matriz
intensificou as bandas 1450 cm™ e 1370 cm™ referente &
deformac8o angular de CH, e da deformac&o angular de CHs.
Nota-se também um aparecimento de uma nova banda em
1740 cm™, referente & deformagdo axial do grupo C=O de
aldeidos presentes no farmaco.
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Figura 5 — FTIR da amostra AQ e AQF.

A Figura 6 ilustra os espectros das amostras AQG e
AQGF, onde se verifica que ap6s a incorporacdo do farmaco
na blenda houve uma intensificagdo das bandas em 3400 cm ™
referente a deformacéo axial dos grupos O-H associado, 1648
cm? referente & deformacdo axial de C=O de amidas
associadas e em 1370 cm™ referente & deformacéo angular de
CHs. Observa-se também o aparecimento de uma nova banda
de baixa intensidade em 1740 cm™, referente & deformacéo
axial do grupo C=0 de aldeidos. Além disso, evidenciou-se a
reducéo das bandas 1450 cm™ referente & deformacéo angular
de CH, e em 1090 cm™ referente & deformagéo axial do grupo
C-O. Também foi possivel identificar a bifurcacdo da banda
em 2874 cm™ com o aparecimento de duas bandas, uma em
2914 cm™ e a outra em 2850 cm™ referentes & deformacéo
axial de C-H de alifaticos.
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Figura 6 — FTIR da amostra AQG e AQGF.

O aparecimento de algumas bandas encontradas no FTIR
do promestrieno sugere que possivelmente ocorreram
interacbes entre o farmaco e matriz, além disso, a
intensificacdo e reducdo de algumas bandas, pode estar
associada a ligacBes do tipo pontes de hidrogénio, ligacdes
dipolo-dipolo e dipolo induzido.
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3.3 Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato

No ensaio de molhabilidade por medida de angulo de
contato, todas as amostras apresentaram comportamento
altamente hidrofilico, com angulo de contato 0° conforme
imagem ilustrativa de uma das amostras (Figura 7).

Figura 7 — Molhabilidade por medida de angulo do contato das
amostras.

Shenvi [20] e Pinto [21] relatam que a quitosana
apresenta propriedades hidrofilicas devido a presenca de
grupos amino e hidroxila na sua estrutura, além disso, 0s
valores de angulos de contato obtidos sdo influenciados de
acordo com as diferengas no grau de desacetilagdo da
quitosana utilizada.

3.4 Tragéo

O ensaio mecénico de tracdo foi realizado com o
propodsito de avaliar o modulo eléstico, deformagéo e tenséo
dos aneis. Para tanto, com base na norma ASTM D 3039/D
3039M-08, foram preparados e ensaiados 3 corpos de prova
para cada composicao.

Analisando-se os valores médios da tensdo e deformacao
dos materiais ensaiados (Tabela 2), pode-se observar que a
amostra comercial apresenta maior tensdo e deformacédo
quando comparada ao anel de quitosana. Esta diferenga esta
relacionada ao tipo de polimero, o resultado demonstrou que a
amostra comercial é mais resistente, entretanto, o material
utilizado ndo é biodegradavel e necessita de remog¢do em 21
dias.

Tabela 2 - Resisténcia a tragdo dos anéis de quitosana em relacdo ao
anel comercial.

Deformacgéo Maxima (%0) Tensdo (MPa)
AC 753,04 10,885
AQ 20,87 0,1483
AQG 25,64820 0,64
AQF 21,38867 1,09
AQGF 22,40 0,83
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Jodo e colaboradores [22] enfatizam que embora os
materiais a base de quitosana apresentem grande ndmero de
aplicagbes industriais em diferentes areas, frequentemente
estes demonstram propriedades mecénicas inferiores quando
comparados a materiais poliméricos produzidos a partir de
polimeros sintéticos.

Quando Silva [23] analisou em seu estudo a tensdo de
ruptura dos filmes de quitosana, observou um valor de 2,4
MPa, esse resultado é superior ao encontrado nesse trabalho,
entretanto isso pode ser explicado pelo método de
processamento, e pela adicdo do plastificante nos anéis,
parametros esses que influenciam nas propriedades mecanicas
dos mesmos. Segundo Fiori e colaboradores [24], a adi¢do de
plastificante em filmes de quitosana influencia na reducéo da
tenséo de ruptura dos filmes.

Conclusdes

Os anéis apresentaram uma espessura uniforme
assemelhando-se aos anéis comerciais. As propriedades
fisicas do mesmo foram adequadas tendo em vista sua
utilizagdo em um meio aquoso. Quimicamente, o farmaco
interagiu bem com a matriz polimérica. A incorporacdo do
farmaco possibilitou o0 aumento na resisténcia a tracéo.

Por meio da metodologia e técnicas de processamento
utilizadas foi  possivel desenvolver um anel de
quitosana/gelatina e promestrieno para liberagdo intravaginal.
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