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RESUMO

Dentre as principais doencgas consideradas problema de saude publica, merece
destaque o cancer, pois é responsavel pelo adoecimento e 6bito de um numero
significativo de pessoas. De acordo com a literatura, aproximadamente 40% a 80%
dos pacientes submetidos a quimioterapia/radioterapia irdo apresentar mucosite oral,
como efeito colateral. A mucosite se manifesta clinicamente como lesdes ulcerativas
e pode ser agravada por infecgdes fungicas oportunistas. A mucosite € uma leséo
localizada e o tratamento € essencialmente topico, o sistema de liberacdo de
medicamentos deve ser maleavel, mucoadesivo, resistente a saliva e ao cisalhamento
na regiao da boca. Além disso, deve ser capaz de permanecer aderido a mucosa por
determinado periodo de tempo e de liberar adequadamente o farmaco na mucosa.
Dentro deste contexto, este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar um
sistema mucoadesivo para liberagao de nistatina (NYS) na cavidade oral, utilizando a
técnica da eletrofiacdo. O desenvolvimento do estudo contemplou a obtencédo de
membrana eletrofiada com os polimeros poli(acido latico) (PLA) e poli(éxido de
etileno) (PEO), definicdo de parametros de processo e da solugéo e incorporagao do
farmaco nistatina. Foi realizada caracterizacdo das solugdes com analise da
condutividade e viscosidade e caracterizagdo térmica, quimica, superficial e
morfoldgica das membranas. Além disso, foi avaliada toxicidade da membrana através
da metodologia HETCAM, avaliagdo da atividade antifungica através do teste de
difusdo em agar, determinagdo do teor de nistatina por espectrofotometria UV e
avaliagao sensorial através da utilizacao da escala heddnica. Os resultados obtidos
indicaram que o sistema ideal é composto por PLA 16% (m:m), PEO 12%(m:m) e
nistatina 1.200.000 Ul. A melhor condicdo de eletrofiacdo para membranas de
PLA/PEO/NYS é com tensao de 15 kV, distancia da agulha ao coletor em 15 cm e
vazado de 1 mL/h. A partir da microscopia eletrénica constatou-se que foi possivel
produzir membrana com fibras submicrométicas lisas e sem defeitos. A anadlise de
DSC apontou o comportamento semicristalino dos polimeros de acordo com o
preconizado na literatura. A termogravimetria indicou manutengcdo da estabilidade
térmica da membrana eletrofiada. A analise de FTIR indicou a presenga dos
grupamentos quimicos dos componentes da formulagcdo sem demonstrar
decomposigao ou interagao entre estes. A medida do angulo de contato evidenciou
carater hidrofébico da membrana, porém apresentou for¢a de mucoadesao em ensaio
com utilizacdo de mucina e mucosa da bochecha de suinos. Os sistemas
desenvolvidos apresentaram alto grau de intumescimento, fator determinante na
liberacao de farmacos. As membranas eletrofiadas foram classificadas como néao
irritantes, no ensaio HETCAM, uma vez que ndo foram observados eventos
vasculares. A investigacdo da atividade antifingica mostrou que a membrana
eletrofiada apresenta sensibilidade contra todas as cepas de Candida testadas. O teor
de nistatina obtido na membrana foi de 94,92%. A avaliacao piloto in vivo mostrou,
através da avaliagao global, aceitagdo da forma farmacéutica desenvolvida, obtendo
pontuacdo de 7,07 pontos em escala de 0 a 10. Este estudo demonstrou que a
eletrofiacdo € uma ferramenta promissora na producéao de sistemas de liberacao bucal
com nistatina e mostrou a boa aceitacdo dos pacientes na utilizacdo dos dispositivos
desenvolvidos.

Palavras-Chaves: Eletrofiagdo. Nano/microfibras. Liberagdo bucal de farmacos.
Infecgao fungica oral. Tratamento da mucosite oral.
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1 INTRODUGAO

As doencas e agravos nao transmissiveis (DANT) sdo as principais
responsaveis pelo adoecimento e obito da populacdo no mundo. Dentre estas
doencas, destaca-se o cancer, configurando-se na atualidade como um dos mais
importantes problemas de saude publica (SILVA, 2017; INCA, 2019; 2021).

O céancer de cabega e pescogo corresponde a tumores malignos do trato
digestivo superior, incluindo a cavidade oral, faringe e laringe, sendo que 40% destes
ocorrem na cavidade oral. Para o Brasil, estimam-se 10.900 casos novos de cancer
da cavidade oral em homens e 4.200 em mulheres para o ano de 2023. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 10,30 casos novos a cada 100 mil homens,
ocupando a quinta posicao; e de 3,83 para cada 100 mil mulheres, sendo o 8° mais
frequente entre todos os canceres (INCA, 2023).

Os tratamentos das neoplasias malignas mais comumente utilizados sao a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia. O cancer em sua fase inicial pode ser
controlado ou curado através de procedimento cirurgico, que se caracteriza por ser
um tratamento radical, que compreende a remoc¢ao do tumor primario com certa
margem de seguranca e, se indicada, realiza-se também a retirada dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgéao-sede do tumor (CACCELLI; PEREIRA;
RAPOPORT, 2009; CAMPOS et al., 2014).

Diferentemente do tratamento cirurgico, a radioterapia e a quimioterapia nao
sao especificas para as células neoplasicas e afetam também as células normais que
se dividem rapidamente, interferindo na divisao celular. Este fato faz com que ocorram
diversos efeitos colaterais, a curto e longo prazos, que interferem de forma muito
significativa na qualidade de vida dos pacientes com cancer (AZIZI et al., 2015;
GHOLIZADEH; SHEYKHBAHAEI; SADRZADEH-AFSHAR, 2016).

De acordo com a literatura, cerca de 40 % dos pacientes oncolégicos
submetidos ao tratamento quimioterapico ou radioterapico apresentam complicagdes
orais, dentre estas, destacam-se a mucosite, a xerostomia e as infecgbes. No
tratamento do cancer de cabega e pescoco, a mucosite oral & verificada em
aproximadamente 40 % dos pacientes tratados com quimioterapia e 85 % a 100 %
dos pacientes submetidos a radioterapia (CARDONA et al., 2017; CHAVELI-LOPEZ;
BAGAN-SEBASTIAN, 2016).
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A mucosite se manifesta clinicamente como lesdes erosivas e/ou ulcerativas,
que podem causar eritema, edema, hemorragia e dor. Sua intensidade e duragéo
estao relacionadas a fatores do tratamento, fatores ambientais do paciente e pode ser
agravada pela xerostomia devido a perda de lubrificacdo dos tecidos. Além disso,
associada ao dano a mucosa oral, ocorre predisposi¢cdo a diversas infec¢des, entre
elas, infec¢gbes fungicas, sendo comum o paciente em tratamento oncoldgico
apresentar concomitantemente, mucosite e infeccdo fungica na cavidade
oral (CURRA et al., 2018; AGHAMOHAMMADI; HOSSEINIMEHR, 2016).

O manejo da mucosite, para prevenir a sua ocorréncia ou acelerar a sua
resolucdo, € de extrema relevancia para os pacientes em tratamento oncolégico,
especialmente aqueles que possuem diagnéstico de neoplasias em cabega e
pescoco, uma vez que a sua presenca interfere na qualidade de vida durante e apds
o tratamento e requer, na maioria dos casos, recalculo de doses a serem
administradas, muitas vezes interferindo nos resultados terapéuticos obtidos e nas
taxas de sobrevida (AZIZI et al., 2015; GHOLIZADEH, SHEYKHBAHAEI,
SADRZADEH-AFSHAR, 2016).

Diversos tipos de intervencbdes tém sido estudados para a prevengao e
tratamento da mucosite oral e suas complicagdes e visam principalmente o alivio da
sintomatologia dolorosa. Neste sentido, varios autores sugerem desde o uso de
anestésicos topicos a analgésicos opiodides sistémicos, aplicagdo de terapias com
laser ou crioterapia, além do uso de produtos de origem natural como propolis, aloe
vera e camomila, antibiéticos e antifungicos e outros produtos como glutamina e
fatores de crescimento (CAMPOS et al., 2014; MOGENSEN et al, 2016;
ALBUQUERQUE et al.,, 2017; CARDONA et al., 2017; ORONSKY et al., 2018,
CONJUNSCKI, 2021).

Contudo, apesar de um numero significativo de estudos existentes com varias
substancias, nenhuma estratégia provou-se totalmente efetiva na prevencao e/ou
tratamento da mucosite oral. Existem muitos estudos randomizados, com diversos
modelos de terapéutica na literatura, porém o seguimento de protocolos semelhantes
€ quase inexistente, fato este que dificulta a tomada de decisdo no ambiente clinico
(McCULLOCH, 2014; MIRANDA; QUEIROZ; FREITAS, 2016; GHOLIZADEH,;
SHEYKHBAHAEI; SADRZADEH-AFSHAR, 2016).

Neste sentido, o estudo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento

da mucosite oral e suas complicagdes € de extrema importancia, especialmente no
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que se refere a estratégias profilaticas e terapéuticas no combate as infec¢des orais
nos pacientes oncologicos. As infecgbes fungicas que ocorrem na presenga de
mucosite oral, em geral, sdo tratadas com antifungicos locais, uma vez que quando
comparados aos sistémicos, apresentam menor risco de efeitos colaterais e
interacbes medicamentosas. Como primeira escolha no tratamento das infecgbes
fungicas orais destaca-se o farmaco nistatina sob a forma de suspensédo (MARIA;
ELLOPOULOS; MUANZA, 2017; ZHANG et al., 2020).

A nistatina é um antifungico polieno usado na profilaxia e tratamento de
candidiase de pele e mucosas, com agdo principal contra Candida spp. E ainda
considerada um macrolideo, ou seja, apresenta uma grande cadeia ciclica. Essas
carateristicas quimicas geralmente sado associadas a sua baixa permeabilidade, que
a impede de atravessar as células intestinais, quando administrada por via oral
(STEFANOVIC et al., 2013; AGUIAR et al., 2010).

Em funcgao de sua baixa solubilidade aquosa, a nistatina € um farmaco que se
encontra menos disponivel para exercer sua agao tépica, sobretudo no tratamento da
mucosite oral, ja que esta é banhada por saliva continuamente e de forma bastante
expressiva. A produgao constante, a distribuicdo ndo uniforme e a composicao da
saliva, podem interferir na absorcao do farmaco, pois existe a possibilidade de ocorrer
aumento na velocidade de eliminagao no local da aplicagao, liberagao nao uniforme
de farmaco em locais com mais produgao de saliva e modificagbes quimicas do ativo
empregado (CALIXTO, 2017; AGUIAR, 2015; STEFANOVIC et al., 2013).

Neste sentido, o pouco contato entre o farmaco e a mucosa oral leva a um
efeito terapéutico menos significativo. Assim, o uso de formas farmacéuticas que
permitem o contato intimo com a mucosa e com poder residual mais elevado, podem
proporcionar agao mais efetiva do medicamento (AGUIAR, 2015).

O uso de membranas mucoadesivas tende a proteger a superficie lesionada,
apresentam maior tempo de residéncia no local de aplicagéo e a maior aceitabilidade
pelos pacientes, devido ao menor desconforto desta forma farmacéutica em relagcao
aos comprimidos bucais. Além disso, tais sistemas podem permanecer longos
periodos no local de aplicacdo, garantindo a liberagcdo constante do farmaco
(MAZZARINO, 2013; PINTO, 2013).

Para o desenvolvimento de membranas mucoadesivas diversos polimeros sao
utilizados, com destaque o poli(acido latico) (PLA), uma vez que se trata de um

polimero facilmente sintetizado a partir recursos renovaveis, é biodegradavel e sua
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taxa de degradacdo pode ser modulada para modificar a cinética de liberacdo de
farmacos. Além disso, as moléculas de PLA podem ser modificadas quimicamente por
meio de interagdes com proteinas adesivas e a adsorgdo de certas proteinas pode
determinar as células e tecidos com os quais o polimero tem mais afinidade
(NARAYANAN et al., 2016).

Uma das técnicas relatadas na literatura para a obtencdo de membranas
mucoadesivas a partir de polimeros é o processo de eletrofiacdo. A eletrofiagdo € uma
técnica utilizada em multiplas areas na qual fibras com tamanhos nano ou
micrométricos, sdo criadas em filamentos continuos a partir de um campo elétrico
aplicado a uma solucédo polimérica. Trata-se de um processo de obtencdo de
nanofibras, simples, de baixo custo e que resulta em membranas com elevada area
de contato, o que pode levar a obtencdao de um sistema mucoadesivo de alto
desempenho (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; COSTA et al., 2012a).

Além disso, as membranas eletrofiadas podem prolongar o tempo de residéncia
das formas farmacéuticas na camada mucosa, permitindo a otimizagao da liberacao
de farmacos onde deve ocorrer o efeito terapéutico, e/ou o intimo contato da
formulacdo com o local de absor¢do (FRIDRIKH et al. 2003; ENGELKE; WINTER;
ENGERT, 2018).

Neste sentido, este estudo tem como objetivo propor o desenvolvimento de
sistemas mucoadesivos eletrofiados para administracdo do farmaco nistatina no
tratamento da infecgéo fungica em casos de mucosite oral, induzida pela terapia do
cancer. Busca-se obter um sistema que seja capaz de intumescer na presenca da
saliva, com adequada mucoadesividade, facil moldagem e que permita receber

quantidades de farmacos suficiente para uso como forma farmacéutica.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver sistemas mucoadesivos com nistatina através da técnica de
eletrofiagdo como alternativa para o tratamento da infecgdo fungica presente na

mucosite oral induzida pela terapia do cancer.

2.1 Objetivos Especificos

1. Desenvolver membranas mucoadesivas com poli(acido latico) e poli(6xido
de etileno) através da técnica de eletrofiacdo e investigar os parametros
apropriados para obtencgao de fibras homogéneas e sem defeitos;

2. Incorporar nistatina na solucdo polimérica e avaliar o comportamento da
solucao polimero/farmaco quanto aos parametros de processo e solugao
estabelecidos para a eletrofiagao;

3. Avaliar a mucoadesividade das membranas através de analise em
Texturbmetro;

4. Avaliar o teor de nistatina contida nas membranas eletrofiadas;

5. Investigar a atividade antifungica das membranas com nistatina em estudos
por teste de difusdo em agar in vitro;

6. Testar o efeito citotoxico das membranas através da metodologia HETCAM
para investigar sua biocompatibilidade in vitro;

7. Realizar avaliagao piloto in vivo da aceitagdo, manuseio e aplicagao das

membranas livres de substancia ativa em um grupo de pacientes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mucosite Oral Induzida Pela Terapia do Cancer

3.1.1 Epidemiologia

A mucosite oral (MO) esta entre as complicagbes graves que sao secundarias
a terapia oncolégica, com incidéncia superior a 90% em praticamente todos os
pacientes em tratamento de canceres na regido da cabega e pescogo que se
submetem a radioterapia. Além da radioterapia, varios fatores relacionados ao
paciente, como idade, peso, sexo, estado nutricional, microbiota bucal e estado de
saude bucal sédo considerados fatores de risco associados ao desenvolvimento da
mucosite oral (Tabela 1). Outros fatores importantes a serem considerados séo a
administracao intravenosa de medicamentos antineoplasicos e a administragao
simultdnea da quimioterapia com a radioterapia, uma vez que aumentam de forma
significativa a incidéncia e a gravidade da MO (AL IBRAHEEMI; SHAMOUN, 2016;
PARK; LEE, 2019; LIU et al., 2021).

Tabela 1 — Fatores relacionados ao paciente que levam ao aumento do risco de mucosite oral
Idade Aumento do risco em jovens devido a alta taxa de renovagao
celular e em idosos o processo de cura é mais lento.

Género Tendéncia de aumento de risco em mulheres.

Saude e higiene Oral A manutencgdo da saude e higiene oral reduzem os riscos do
surgimento e do agravamento da mucosite oral.

Secrecao de saliva Diminuicdo da produgéao de saliva aumento o risco de mucosite
oral.
Fatores genéticos Polimorfismos genéticos relacionados com a expressdo de

mediadores inflamatérios, a exemplo do TNF-alfa.

indice de massa corporal Retardo no processo de cura especialmente em individuos
desnutridos

Funcao renal Aumento da mucotoxicidade associado ao alto nivel de
creatinina.

Tabagismo Retarda o processo de cicatrizacéo.

Tratamento de cancer anterior Histérico de mucosite anterior aumenta os riscos de novas
afecgdes.

Fonte: Blakaj et al. (2019)
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Aproximadamente 20% a 40% dos pacientes submetidos a quimioterapia
convencional desenvolvem mucosite durante o tratamento e 80% dos pacientes
submetidos a quimioterapia de alta dose, devido ao transplante hematopoiético de
células-tronco podem apresentar a afeccao (HASHEMINASAB et al., 2021).

A MO causa dor e consequente dificuldade na degluticdo, o que leva em alguns
casos a necessidade de nutrigdo enteral ou parenteral, ao aumento do uso de opidides
e até a interrupcdo do tratamento quimioterapico ou radioterapico. Além disso,
associada a imunossupressao, também pode favorecer a ocorréncia de bacteremia e
resultar em hospitalizagdo, por vezes prolongada e resultar ainda, na morte do
paciente. Quando ulcerativa, a MO pode tornar-se uma porta de entrada aos
microrganismos oportunistas, especialmente as espécies gram negativas e fungos,
que podem causar piora na lesao e retardar o processo de cicatrizagédo (SHARON et
al., 2020; LESSA et al., 2020; MARINHO et al., 2021).

Dentre o0s medicamentos antineoplasicos destacam-se o0s agentes
antimetabdlitos e agentes alquilantes como os principais causadores da mucosite oral
grave e estudos tem revelado que a incidéncia é maior em pacientes com
estadiamento Ill ou IV, o que demonstra a influéncia de doses cumulativas na

gravidade e surgimentos das lesdes (LESSA et al., 2020).

3.1.2 Fisiopatologia

A MO pode ser definida como todo processo inflamatério que ocorre na mucosa
oral com presenga de edema e eritema, progredindo para o desenvolvimento de
Ulceras e formacéao de pseudomembrana. De acordo com o guideline da Multinational
Association of Supportive Care in Cancer (MASCC), a mucosite € o dano na mucosa
da cavidade oral secundaria a terapia do cancer, quimio e/ou radioinduzido e, se ndo
manejado adequadamente, pode causar consequéncias extremamente deletérias,
uma vez que, de acordo com a severidade do quadro, pode afetar a condig¢ao clinica
do paciente, a realizagado das atividades cotidianas diarias e levar a complicacoes
infecciosas (ELAD et al., 2020; SONIS, 2004).

A MO surge em média de 7 a 10 dias apds a administracao da quimioterapia e
a partir da segunda semana de radioterapia, contudo, a mucosite oral ndo é afecgao

exclusiva de pacientes em tratamento de neoplasias malignas e pode ser
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diagnosticada também em pacientes sob cuidados paliativos (BARASCH, 2003;
ZHANG et al., 2020).

Os mecanismos moleculares e celulares da mucosite oral comegaram a ser
desvendados recentemente o que contribui para o desenvolvimento de novos
protocolos de profilaxia e tratamento. A fisiopatologia da mucosite oral € dividida em

cinco fases: iniciagdo, sinalizagado e amplificagéo, ulceragao e cicatrizagao (Figura 1).

Figura 1 - Estagios da Fisiopatologia da Mucosite Oral
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Na iniciacao, o estagio inicial de agressao aos tecidos ocorre de forma rapida
e assintomatica podendo haver lesido direta no DNA das células basais do epitélio e
aparecimento de radicais oxidativos. O DNA lesionado ativa algumas vias de
transducdes que irdo ativar a transcricao de fatores como p53 e fator nuclear Kapa-
Beta que consequentemente estimula a produgao (upregulation) de citocinas proé-
inflamatodrias como TNF—a, IL1B e IL-6. A presenca destas proteinas causa agressao
precoce ao tecido conjuntivo e ao endotélio e reduz oxigenacgao epitelial causando a
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morte das células basais do epitélio e consequentemente lesionando o tecido (LESSA
et al., 2020).

Na fase de amplificagdo uma grande quantidade de proteinas biologicamente
ativadas atinge a submucosa. As citocinas pro-inflamatérias ndo s6 agridem o tecido,
mas proporcionam um feedback positivo para aumentar os danos iniciais causados
pela quimioterapia ou radioterapia. Aproximadamente 10 dias apds a toxicidade inicial
produzida pelo tratamento antineoplasico ocorre a desintegracéo e a ulceragdo do
epitélio e a colonizagdo das Ulceras por bactérias residentes na cavidade oral
estimulam a producao de outras citocinas pro-inflamatorias. A presenca de fibrina,
bactérias e exsudato na superficie das ulceras € conhecida como pseudomembrana
(MONEIM et al., 2017).

A quinta etapa, a fase de cicatrizacdo, se define pela proliferacao epitelial e
pela distingao celular e tecidual, reconstruindo a totalidade do epitélio, 0 que pode
ocorrer em até 21 dias (AGHAMOHAMMADI; HOSSEINIMEHR, 2016).

Clinicamente, a MO surge ap6s 5 a 7 dias da exposigao ao agente citotdxico,
inicialmente como uma atrofia da mucosa que evolui para eritema e ulceracao coberta
por pseudomembrana. Quando nao controlada, o paciente apresenta sintomatologia
dolorosa em boca e em orofaringe (odinofagia) impossibilidade de degluticao
(disfagia), dificuldade em realizar a higiene bucal e praticamente ndo se alimenta.
Nestas condi¢des faz-se necessaria a introdugao do suporte nutricional parenteral e a
administracdo de analgésicos opidides para minimizar o sofrimento do paciente
(BERGER et al., 2020).

Cabe ressaltar que a microflora oral tem papel importante na patogénese da
MO, uma vez que bactérias e fungos oportunistas podem colonizar as ulceragoes,
aumentar a gravidade das lesbes e retardar o processo de cicatrizagdao (CIDON,
2018).

3.1.3 Classificagao

De acordo com o sistema de graduacao da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), a MO pode ser classificada em cinco graus diversos, de acordo com o Quadro
1. Nessa escala estao definidos critérios como presenca de eritema e ulceragao, dor

local e capacidade de degluticao.
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Quadro 1 - Escala OMS para avaliacido da mucosite oral

Grau 0 nao ha alteragcdo na mucosa oral;

Grau 1: presenca de eritema;

Grau 2 presenca de eritema e lesdes ulceradas, com aceitacado de dieta sélida pela
via oral;

Grau 3 presenca de eritema e lesbdes ulceradas, com tolerdncia apenas de dieta
liquida pela via oral;

Grau 4 presenca de eritema e lesbes ulceradas que impossibilitam a alimentacao
através da via oral.

Fonte: Pulito et al. (2020)

Outra forma de avaliacdo da MO é através dos critérios de toxicidade
preconizados pelo National Cancer Institute (NCI), que estabelece:

e Grau 0: ndo ha alteracdo da mucosa oral,;

e Grau 1: ulceras indolores, eritema ou dor leve na auséncia de Ulceras;

e Grau 2: reagado pseudomembranosa focal (zonas e/ou areas geralmente <

que 1,5 cm de didmetro e ndo contiguas);

e Grau 3: Reacdo pseudomembranosa confluente (zonas e/ou areas

contiguas, geralmente > que 1,5 cm de diametro);

e Grau 4: Necrose ou ulceragado profunda pode incluir sangramento nao

induzido por trauma menor ou abrasao;

e Grau 5: caso de morte relacionada a toxicidade (RABER-DURLACHER,;

ELAD; BARASCH, 2010).

Em pacientes submetidos a quimioterapia, a MO tem duragcdo de
aproximadamente uma semana, com resolugéo em até 21 dias apds a administragao
do ciclo de medicamentos. As lesbes orais ocorrem principalmente nas mucosas nao
queratinizadas do ventre de lingua, do assoalho de boca, do palato mole e na mucosa
jugal (MENEZES et al., 2014).

Na MO induzida pela radioterapia a inflamagdo permanece por pelo menos
duas semanas apds o término do tratamento, e pode atingir tanto a mucosa
queratinizada quanto a ndo queratinizada (RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2012).

Outras lesdes orais podem se desenvolver nos pacientes em tratamento
oncoldégico, o que pode ser um fator de confundimento no diagndstico da mucosite.
Para o correto diagnéstico a utilizagdo de sistemas de classificagdo, informagdes
sobre as terapias toxicas as mucosas e medicamentos profilaticos, bem como tempo

de aparecimento e localizacdo das lesdes sao imprescindiveis. Além disso,
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recomenda-se a inspecdo oral frequente de pacientes em tratamento quimio ou

radioterapico para deteccao das lesbes em estagio inicial (LI et al., 2020).

3.1.4 Prevencao e Tratamento

Apesar de um numero expressivo de estudos realizados nos ultimos anos sobre
prevencgao e tratamento da MO decorrente de tratamento oncolégico, ndo ha até o
momento uma medida preventiva e terapéutica estabelecida. Sabe-se que, o
tratamento da MO €, quase que exclusivamente, sintomatico e dependera do grau de
severidade da lesdo (ELAD et al., 2020; LIU et al., 2021).

Atualmente é possivel encontrar na literatura o registro do emprego de mais de
20 medidas profilaticas para a mucosite provocada pelo tratamento oncoldgico, como:
crioterapia, gluconato de clorexedina, higiene oral, glutamina, benzidamida,
sucralfato, vitamina E e varios enxaguatérios bucais contendo fitoterapicos e
probiodticos. No entanto, devido a escassez de evidéncias a prevencao da MO é
predominantemente baseada nos cuidados paliativos e na prevengao de infeccbes
secundarias (AZIZI et al., 2015; AGHAMOHAMMADI; HOSSEINIMEHR, 2016;
MONEIM et al., 2017; BLACKER et al., 2020; YU et al., 2020).

Todavia, alguns estudos tem documentado o uso do laser de baixa poténcia
como medida preventiva, pelo fato deste possuir mecanismos de agao biolégica capaz
de interferir nas fases da MO (ELAD et al., 2020).

Segundo Sonis (2009), um dos principais desafios para o desenvolvimento de
qualquer tratamento capaz de modular a toxicidade da terapia oncologica € garantir
que ela atinja o tecido em quantidades adequadas sem diminuir os efeitos da terapia
contra o tumor. A MO por ser uma condi¢cao de natureza multifatorial e que implica
uma série de eventos em varias areas afetadas, justifica a relevancia dos estudos
sobre o tema para que se tenham dados e parametros de analise suficientes para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes em tratamento oncoldgico, o qual por si
so ja representa uma situacao de extrema fragilidade.

De acordo com a Multinational Association of Supportive Care in Cancer e
International Society of Oral Oncology (MASCC/ISOOQ), as intervengdes para manejar
a mucosite oral podem ser subdivididas em oito linhas de atuagao (Figura 2): cuidados
basicos com a cavidade oral, uso de agentes anti-inflamatérios, fotoestimulagao (luz

e laser), crioterapia, agentes antimicrobianos/anestésicos/analgésicos (incluindo
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coberturas), fatores de crescimento e citocinas, produtos naturais e outras
intervengdes para mucosites no trato gastrointestinal (ELAD et al., 2020).

Considerando a MO associada a quimioterapia, a diretriz MASCC/ISOO
recomenda a higiene oral basica com varios agentes combinados para prevengao da
mesma. Entretanto, reforca ainda que ndo ha evidéncias consistentes para indicar
higiene oral profissional, bem como menciona que solugdes salinas, com bicarbonato
de sddio ou clorexidina também n&do apresentam evidéncias robustas para serem
recomendadas pela diretriz (ELAD et al., 2020).

Figura 2 - Intervengbes para o manejo da mucosite oral
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Fonte: Adaptado de Moneim et al. (2017)
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3.1.5 Infecgéo Fungica na Mucosite Oral

A microflora oral € definida como o conjunto de diferentes microrganismos que
habitam a cavidade oral, principalmente bactérias, mas também, fungos e virus. A
relagdo existente entre microrganismos e o hospedeiro € basicamente de
comensalismo proporcionando uma barreira protetora, no entanto, uma alteracéo no
equilibrio de seus componentes pode desencadear processos patolégicos na saude
bucal do hospedeiro. Durante o tratamento radioterapico e quimioterapico, os
pacientes apresentam um quadro de imunossupressao transitoria que predispde a
proliferacdo de microrganismos oportunistas, especialmente fungos (ROCHA et al.,
2017; CARNEIRO; VILELA JUNIOR, 2022; PATEL, 2022).

A candidiase oral é a infeccdo oportunista mais prevalente relacionada aos
tratamentos antineoplasicos e se manifesta em cerca de 70 a 85% dos pacientes
oncoldgicos (FUNAHARA et al., 2022; RIERA et al., 2022). O risco aumentado para a
candidiase oral em pacientes oncolégicos ocorre pela diminui¢cao e (ou) deplecao das
células do sistema imunoldgico e também pela diminuigdo da producao de saliva
(VADOVICS et al., 2022). As manifesta¢des orofaringeas da candidiase podem ser
agudas ou cronicas. A candidiase aguda apresenta-se sob as formas
pseudomembranosa e eritematosa, enquanto que a forma crénica da doencga é
conhecida como atréfica (RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2022).

A candidiase pseudomembranosa € caracterizada pela presencga de placas ou
nodulos branco-amarelados, de consisténcia mole a gelatinosa, localizados na
mucosa bucal, no palato, na orofaringe ou na lingua. Em relagdo a candidiase
eritematosa, ela pode ocorrer independente ou simultaneamente a forma
pseudomembranosa. Em ambos os casos, 0 paciente relata sensibilidade intensa,
devido as numerosas erosdes dispersas na mucosa (RODRIGUEZ-FUENTES et al.,
2022; RIERA et al., 2022).

A candidiase atrofica crbnica ocorre em pessoas que usam proteses totais
superiores. Por esse motivo, essa lesdo também € denominada como “estomatite por
dentadura”. Nesse tipo de lesdo, € comum que o palato se encontre hiperemiado e
doloroso (RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2022; RIERA et al., 2022).

Dentre as espécies, Candida albicans é a principal causadora de candidiase

oral. Outras espécies também podem ser patogénicas, como C. glabrata, C.
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parapsilosis, C. krusei, C. pseudotropicallis, C. gquillermondi e C. tropicalis
(FUNAHARA et al., 2022).

O diagnostico da candidiase oral € estabelecido através de exame fisico
acurado, porém a citologia esfoliativa também ¢é util para a identificacdo de hifas e
leveduras. O tratamento é feito a base de antifungicos, e o prognéstico é favoravel na
maioria dos casos, porém, se nao for devidamente tratada, pode evoluir para quadros
clinicos crdénicos, invadir outros tecidos e até mesmo causar uma infecgao sistémica.
Além disso, a candidiase oral associada ao tratamento antineoplasico pode aumentar
sintomatologia e a resisténcia, de fungos do género Candida, aos antifungicos
convencionais (SOUTOME et al., 2022).

3.2 Administragao Oral de Farmacos

3.2.1 Anatomia e Histologia da Cavidade Oral

A cavidade oral é a parte inicial do sistema digestério. Localiza-se no tergo
inferior da face e comunica-se com o exterior pela abertura oral e com a parte oral da
faringe (orofaringe) através de uma abertura ampla denominada istmo da garganta. A
cavidade da boca tem como limites anterior e lateralmente os labios e bochechas;
posterior, 0 istmo da garganta, superior, o palato e inferiormente o assoalho da boca,
onde encontra-se a lingua (Figura 3). Sdo formacgdes limitantes da cavidade da boca:
os labios, bochechas, palato, assoalho e istmo da garganta (MADEIRA; LEITE;
R1ZZOLO, 2016).

A mucosa oral é formada por duas camadas de tecido de origens embrioldgicas
distintas, a saber, o epitélio e a lamina propria. O epitélio pode ser do tipo né&o-
queratinizado, para-queratinizado ou queratinizado, e ¢ classificado como
estratificado pavimentoso. O tecido conjuntivo que forma a lamina prépria € composto
por fibras colagenas, fibroblastos, células que fazem parte do sistema imunoldgico,
vasos sanguineos e nervos. Os dois tecidos interagem por meio das papilas
conjuntivas da lamina prépria e as cristas epiteliais que se formam no epitélio
sobrejacente (ANDRETTO et al., 2021).

A mucosa da cavidade bucal é dividida em mastigatoria, de revestimento e
especializada. A divisdo da mucosa em trés grandes grupos esta relacionada ao tipo
de epitélio que reveste o tecido conjuntivo subjacente. Nas regides nas quais ocorrem
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maiores impactos pela mastigacdo, a mucosa deve ser mais firme e resistente e,
portanto, recoberta por um epitélio que pode variar entre o paraqueratinizado e o
queratinizado. A mucosa mastigatéria estende-se sobre a regido do palato duro e
gengiva que circunda os dentes inferiores e superiores. O epitélio que reveste o palato
duro é do tipo queratinizado e esta sobreposto a uma Iamina prépria rica em tecido
conjuntivo fibroso. Com excegao da regido da rafe palatina, na qual a lamina prépria
esta diretamente inserida sobre o peridésteo, existe uma extensa camada de
submucosa entre o0 osso e a lamina propria (BHUTANI; BASU; MAJUMDAR, 2021).

Nas areas onde a demanda mastigatoria ndo é tdo grande, o epitélio de
revestimento € normalmente bastante fino e composto por células ndo queratinizadas.
A mucosa de revestimento € composta pela mucosa que reveste internamente os
labios e a bochecha, o ventre da lingua, o assoalho da cavidade bucal, o palato mole
e parte da porcao lingual do processo alveolar mandibular. Tem como caracteristica
apresentar uma fina camada de tecido epitelial recobrindo uma lamina propria
altamente vascularizada e menos fibrosa quando comparada a |amina prépria da
mucosa mastigatéria. Recobre essencialmente tecido muscular e, em fungédo dessa
caracteristica, apresenta certa flexibilidade (GEBRI et al., 2020).

A regido da lingua distingue-se das demais areas da cavidade bucal por
apresentar uma grande quantidade de botdes gustativos. Por esta razao, a regiao do
dorso da lingua é classificada como mucosa especializada e protege a musculatura
lingual e, nos 2/3 anteriores da lingua, as papilas filiformes e fungiformes, sao
recobertas por epitélio queratinizado e nao queratinizado, respectivamente
(BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAN; 2004).

As camadas celulares da mucosa bucal contém granulos de revestimento de
membrana (MCGs), que sao esféricos ou organelas ovais com 100-300 nm de
didmetro. Os MCGs parecem fundir-se com as membranas celulares e expulsar seu

conteudo, principalmente lipidios, para o espaco intercelular (BLAKAJ et al., 2019).
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Figura 3 - Anatomia da cavidade oral
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Fonte: Madeira, Leite e Rizzolo (2016)

3.2.2 A Via Bucal Para Administracao de Farmacos

A via bucal é estudada ha muitos anos como local de administracdo de
farmacos tanto para distribuicdo via circulacado sistémica, como para o tratamento
topico. A via bucal pode ser considerada uma alternativa a via oral convencional, uma
vez que oferece vantagens sobre as rotas convencionais de administragcdo de
medicamentos (SHIRVAN; BASHARI; HEMMATINEJAD, 2019).

Em algumas regides a via € caracterizada por um alto suprimento sanguineo,
0 que garante a biodisponibilidade sistémica, evitando o metabolismo hepatico de
primeira passagem e a degradacao enzimatica do farmaco, permite um rapido inicio
dos efeitos sistémicos e possibilita maior adesdo ao tratamento pelo paciente,
principalmente pela facilidade de administragédo (SANDRI et al., 2020).

Além disso, a taxa de absorgao do farmaco quando administrado por via bucal

nao é influenciada pela taxa de esvaziamento gastrico observada na administragéao
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oral e a facil remocao do sistema de liberagao é considerado um fator importante para
reducéo de efeitos irritantes ou toxicidade local (ANSARI; SADARANI; MAJUMDAR,
2018).

A mucosa bucal é considerada uma barreira de permeabilidade, imposta
principalmente pela membrana epitelial que atua como uma camada protetora que
impede a entrada de materiais estranhos e microorganismos. No entanto, a sua
permeabilidade é de 4 a 4000 vezes maior que a da pele, o que a torna uma via
promissora para a administragdo de farmacos (CAMPOS et al., 2018).

A administracdo de farmacos através da via bucal envolve principalmente o
epitélio ndo queratinizado, de forma que as mucosas gengivais e o palato ndo devem
ser utilizados para administracdo visando a acdo sistémica. Embora a mucosa
sublingual seja mais permeavel e delgada, com alta vascularizagao, é geralmente
utilizada para o tratamento de condi¢des sintomaticas agudas, uma vez que possibilita
rapido inicio da absorgéo do farmaco. Porém, a mucosa sublingual ndo é adequada
para terapias prolongadas, pois sua superficie € constantemente lavada pela saliva e
o cisalhamento da lingua n&do permite que a forma farmacéutica permaneca no local
da aplicagdo e mantenha o contato com a mucosa (ANDRETTO et al., 2021).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo oral de farmacos depende da
compreensao da anatomofisiologia da cavidade oral, e avaliagao de formulagao capaz
de superar as limitagdes e explorar as vantagens desta via. A Tabela 2 resume as
caracteristicas mais relevantes da cavidade oral que influenciam a administracdo do

medicamento pela via bucal.
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Tabela 2 - Fatores que interferem na liberagao de farmacos na cavidade oral

Fatores Vantagens Desvantages
Saliva - Dissolve farmacos; - Degluticdo e secrecao
- Promove a hidratagdo do | constante podem remover

sistema de
farmaco;

- Possui menos mucina e menor
atividade enzimatica que a
mucosa do trato gastrintestinal.

liberagcdo do

precocemente o farmaco do
seu local de absorgao;

- Movimentacdo da saliva
dificulta a interacdo do farmaco
com a mucosa bucal.

Mucosa Sublingual, palato duro
e mole, bochecha e gengivas

- Disponivel para absorcao de
farmacos.

- O movimento da lingua
durante a fala ou degluticio

podem remover a forma
farmacéutica.
pH~ 6.0 - O pH ligeiramente acido da|- O pH bucal pode

saliva aumenta a dissolugao de

farmacos que sao acidos
fracos, aumentando sua
absorcao;

- Facil modificagao do valor de
pH na cavidade bucal.

desestabilizar o farmaco ou
levar a liberagdo antes do
previsto.

Mucosa queratinizada

- A baixa permeabilidade
garante efeito local de farmacos
altamente potentes.

- E uma barreira para a
absorcao de farmacos.

Mucosa nao queratinizada

- Mais permeavel do que a
mucoza queratinizada (como a

- Permite obter altas
concentragbes plasmaticas de

mucosa bucal e a érea|farmacos, aumentando a
sublingual). possibilidade de efeitos
colaterais potenciais.
Cavidade Oral - Via de administracdo | - E relativamente espessa e a
acessivel. absorcdo pode ser Dbaixa

dependendo do sistema de
liberacao escolhido.

Camada Superficial

- Grande o suficiente para
permitir a absorcdo de
farmacos que apresentem
adequadas propriedades fisico-
quimicas.

- Menor vascularizagdo do que
outras vias de administragao de
farmacos.

Fonte: Macedo et al. (2020); Andretto et al. (2021)

O tempo de permanéncia da formulagdo no meio bucal pode ser alterado pela

degluticdo acidental dos sistemas de liberagao, e pela regular produgao de saliva que

dilui constantemente a substancia ativa, o que pode gerar diminuigao na distribuicao

do farmaco. O cisalhamento na cavidade oral, provocado pela mastigacdo de

alimentos, degluticdo ou até mesmo pela fala, podem impedir a bioadesdo de

dispositivos de liberagado de medicamentos a mucosa bucal, diminuindo a sua eficacia

(QIN et al., 2019).
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Em contrapartida, a mucosa na regido da bochecha apesar de ser menos
permeavel, a sua superficie sofre menor interferéncia de agentes como saliva e
movimentos bucais, que outras regides da cavidade oral e pode ser empregada
preferencialmente para administracdo de medicamento para efeitos locais, através de
sistemas de liberagao que necessitem aderir a mucosa por determinados periodos de
tempo.

O principal mecanismo envolvido na permeagédo dos farmacos nas mucosas
orais é a difusao passiva pelas membranas lipidicas através da via paracelular ou da
via transcelular. A via paracelular envolve o transporte de farmacos através dos
espacos intercelulares das células, enquanto a via transcelular refere-se a passagem

através das células (Figura 4).

Figura 4 - Mecanismos bioldgicos de transporte de farmacos
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‘ Transporte Transcelular ‘ Transporte Paracelular

Fonte: Adaptado de Muheem et al. (2016)

A natureza hidrofilica dos espacos intercelulares e citoplasmaticos promove
uma barreira para a permeabilidade dos farmacos lipofilicos, no entanto, pode ser
favoravel para o transporte dos farmacos hidrofilicos. Em contrapartida, a via
transcelular é preferencialmente utilizada para farmacos que conseguem penetrar
através da membrana celular lipofilica, até atingirem a circulagao sistémica (CHEN et
al., 2018a) .
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Pode-se entdo dizer que os espacos intercelulares apresentam-se como a
principal barreira a penetragdo de compostos lipofilicos e, a membrana celular como
a principal barreira para o transporte de compostos hidrofilicos (BHUTANI; BASU;
MAJUMDAR, 2021). Contudo, os farmacos podem utilizar ambas as vias
simultaneamente, sendo uma sempre preferencial em relagdo a outra, dependendo
de suas propriedades fisico-quimicas.

Do ponto de vista dindmico, os farmacos difundem-se através da via que lhes
oferece menor resisténcia. Quanto menor o coeficiente de particdo, mais hidrofilico é
o farmaco e, consequentemente, menor sera a sua permeabilidade, considerando o
mecanismo de difusdo passiva transcelular. Outro aspecto importante a considerar é
a massa molar, uma vez que, quanto maior, mais dificiimente este sera solubilizado e
permeado pela via paracelular. Contudo, a via transcelular vem apresentando
excelentes resultados de permeabilidade para derivados de peptideos e para
complexos imunobioldgicos, apesar do tamanho das moléculas, pois ndo ocorre
degradacéo a partir de variagao de pH e menor atividade enzimatica na cavidade bucal
quando comparada a mucosa gastrintestinal (PATEL; LIU; BROWN, 2012).

Embora a difusdo passiva seja o principal mecanismo de transporte para a
penetracdo de farmacos através da mucosa oral, a absor¢ao de certos nutrientes a
partir da cavidade oral pode envolver outros sistemas de transporte denominado
transporte mediado por transportador, porém ocorrem em menor escala e dependem
da concentragdo e da afinidade do farmaco pelo transportador. Contudo, existem

poucos relatos sobre transportadores especificos presentes na mucosa bucal.

3.2.3 Mucoadesao

3.2.3.1 Teorias da mucoadesao

Um dos principais fatores para garantir a eficacia terapéutica do sistema de
liberacao de farmacos é a adequada adesao a mucosa bucal, chamada de bioadeséo.
A bioadesao pode ser definida como o estado no qual dois materiais, pelo menos um
de natureza bioldgica, sdo mantidos juntos por um determinado periodo de tempo, por
meio de forgas interfaciais. Sistemas bioadesivos aplicados em mucosas
frequentemente séo definidos como mucoadesivos (ZHAO et al., 2022) .
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Para ocorrer o fenbmeno da mucoadesdo € necessaria uma sequéncia de
eventos, intensidade da forga mucoadesiva e da natureza do polimero. A primeira
etapa envolve o contato entre o sistema mucoadesivo e a camada de muco, que
requer umedecimento da superficie do polimero ou a intumescéncia do sistema
(SHIPP et al., 2022).

Na segunda fase, apds estabelecida a conexdo, ocorre a penetragdo do
polimero mucoadesivo em fendas da superficie da mucosa ou interpenetracao das
cadeias poliméricas e estabelecem-se novas ligagdes quimicas entre 0 muco e o
polimero mucoadesivo (SHAKYA et al., 2011; RUSSO et al., 2016).

A mucoadesao ocorre a partir do estabelecimento de ligagbes das moléculas
do sistema com a superficie da mucosa e estas podem ser classificadas
principalmente em dois tipos de ligagdes:

a) Ligacdes quimicas primarias fortes: basicamente sdo as covalentes, que
consistem no compartilhamento de elétrons dos atomos para sua formacao.

b) Ligagdes quimicas secundarias fracas: sao as ibnicas, ligacdes de
hidrogénio, van der Waals e hidrofébicas. Estas forgas secundarias apesar de
individualmente apresentarem carater muito fraco, quando somadas, conduzem a
fortes adesdes, uma vez que se produz numerosos locais de interacdo (BODDUPALLI
et al., 2010).

Muitas teorias tém sido propostas para explicar as forcas que mantém a
mucoadesao, no entanto, uma vez que se trata de um mecanismo complexo, nao
existe nenhuma teoria universalmente aceita e que elucide completamente o
fendbmeno. Varias teorias podem complementar-se na tentativa de esclarecer o
mecanismo da formacéao de ligagdes mucoadesivas, entre estas se destacam:

1) Teoria eletrénica: a teoria eletronica supde que o material mucoadesivo € o
material bioldgico alvo apresentam estruturas eletrénicas diferentes (ZAHIR-
JOUZDANI et al., 2018). Quando estas duas superficies entram em contato, ocorre a
transferéncia de elétrons, resultando na formacdo de uma dupla camada de carga
elétrica na sua interface. A forgca de interagao parece estar presente devido as forgas
atrativas resultantes da dupla camada elétrica.

2) Teoria da adsor¢ao: a teoria de adsorcao pressupde que a formagao de
interagdes adesivas entre o polimero e a membrana mucosa ocorre por acao de forcas

secundarias fracas. Apesar de individualmente apresentarem um carater fraco, o
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conjunto destas interagdes resulta na maioria dos casos em uma for¢ga mucoadesiva
intensa (ZAHIR-JOUZDANI et al., 2018).

3) Teoria da molhabilidade: a teoria da molhabilidade pode ser utilizada
principalmente a sistemas mucoadesivos liquidos ou semissélidos e avalia a
capacidade de um polimero mucoadesivo se estender ao longo da superficie
biolégica. Esta teoria permite calcular o coeficiente de difus&o e avaliar a intensidade
da ligagdo mucoadesiva (ZAHIR-JOUZDANI et al., 2018).

4) Teoria da difusdo: a teoria da difusdo considera o conceito de
interpenetragcao e enrolamento das cadeias do polimero mucoadesivo e das cadeias
poliméricas do muco e a partir destes fenbmenos se desenvolve ligagdo adesiva
semipermanente (ZAHIR-JOUZDANI et al., 2018).

5) Teoria da fratura: na teoria da fratura, a forga de adesao relaciona-se com a
forca necessaria para que ocorra a separac¢ao das duas superficies envolvidas através
das forgas mucoadesivas. Esta teoria considera a forgca necessaria para separar 0s
materiais, e ndo tem em conta a difusdo ou a interpenetracao das cadeias de polimero.
Dessa forma, a teoria da fratura auxilia para calcular a forca necessaria para a fratura
das ligagdes adesivas que envolvem materiais mucoadesivos rigidos ou semirrigidos,
nos quais as cadeias de polimero n&o penetram na camada de muco (BODDUPALLI
et al., 2010; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

3.2.3.2 Mecanismos da mucoadesao

Conforme visto na sec¢ao anterior, varias teorias tém sido propostas para
explicar o mecanismo da mucoadesao e sabe-se que uma ou mais teorias podem
complementar-se para elucidar o fendmeno da formacao de ligacbes bioadesivas.
Contudo, a mucoadesado pode ser descrita como um fendmeno que ocorre
basicamente em duas etapas: a fase de contato e a fase de consolidagao (Figura 5).
Na fase de contato se estabelece o contato intimo entre o polimero bioadesivo € a
membrana mucosa e na fase de consolidacado ocorrem interacdes fisico-quimicas que
irdo contribuir para a formacéao da ligagao bioadesiva duradoura (RUSSO et al., 2016).

Para estimular o mecanismo de mucoadeséao e, para que as etapas de contato
e consolidacdo ocorram, €& imprescindivel a prévia hidratacdo do polimero
mucoadesivo, deve ocorrer o intumescimento e dessa forma, da-se a transferéncia de

agua da camada de muco para o polimero, fendbmeno designado por swelling. A
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hidratacdo é determinante para que ocorra desenrolamento e interpenetracdo das
cadeias poliméricas na rede glicoproteica de muco, existente na superficie das
mucosas (ZAHIR-JOUZDANI et al., 2018).

Figura 5 — Fases do Mecanismo de Mucoadeséo

FASE DE CONTATO| [FASE DE CONSOLIDAGAO

Intumescimento Interpenetracéo

Forma Farmacéutica .
Mucoadesiva |*
. ./ Area de interacdo
Mucosa *( j
0000000

Fonte: Adaptado de Mazzarino, Borsali e Senna (2014)

Atualmente sdo aceitas duas teorias que definem a etapa de consolidacgio: a
teoria da interpenetracdo e a teoria da desidratacdo A teoria da interpenetragao
baseia-se no fenbmeno da difusdo, em que moléculas mucoadesivas e as
glicoproteinas do muco interagem por meio da interpenetracdo das suas cadeias
resultando em ligagdes secundarias intermoleculares. De acordo com a teoria da
desidratacdo, quando um material com uma elevada capacidade de gelificacdo é
colocado em ambiente aquoso em contato com outro gel, ocorre movimentacéo da
agua entre ambos os materiais até que seja atingido equilibrio (CARVALHO;
CHORILLI; GREMIAO, 2014).

3.2.4 Polimeros Bioadesivos

Os polimeros fazem parte da composicao de inumeros produtos utilizados no
nosso cotidiano e representam uma classe de materiais extremamente versateis,
apresentando inumeras aplicagdes, entre as quais, o desenvolvimento de formas
farmacéuticas (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).
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Os polimeros mucoadesivos s&o macromoléculas hidrofilicas com numerosos
grupos funcionais, carboxilicos, hidroxilas, amidas e aminas, capazes de estabelecer
ligacbes quimicas primarias fortes e/ou secundarias fracas, quando hidratados e
intumescidos em contato com uma solucdo aquosa. A hidratacao é etapa primordial
para que o polimero adquira propriedades adesivas, porém quando em excesso pode
originar mucilagem fluida ocasionando diminuicdo das propriedades adesivas
(MUPPALANENI; MASTROPIETRO; OMIDIAN, 2013).

De forma geral, os polimeros mucoadesivos podem classificar-se quanto a sua
origem, em naturais ou sintéticos, quanto a sua solubilidade em agua, em soluveis ou
insoluveis, quanto a sua carga ibnica, em catidnicos, anidénicos ou nao ibnicos e
podem, ainda, ser chamados como polimeros de primeira geragdao ou segunda
geracgao (H.R. et al., 2019).

A escolha criteriosa do polimero é etapa fundamental para o sucesso do
sistema mucoadesivo desenvolvido, uma vez que as propriedades mucoadesivas
devem ocorrer tanto no estado solido como no estado liquido, pois ndo devem ser
afetadas pelas condicbes de hidratacdo da cavidade oral, nem pelas condi¢des
hidrodindmicas, presenga de alimentos ou alteracbes de pH. Entre as varias
especificacdes necessarias, sao consideradas de maior relevancia as listadas no
Quadro 2.

Quadro 2 - Especificagcdes dos polimeros ideais para desenvolvimento de mucoadesivo

1. Adequada tensao superficial 8. Natureza predominantemente anidnica

2. Elevada massa molar (> 100 000 g/mol) | 9. Flexibilidade adequada

3. Conformacao preferencialmente linear 10. O polimero e os seus produtos de
degradacdo ndo devem ser toxicos

4. N&o irritantes para as mucosas 11. Ndo devem ser absorvidos pelo trato

gastrointestinal

5. Devem aderir rapidamente ao tecido | 12. Devem possuir alguma especificidade
umido local

6. Nao devem se decompor durante o tempo | 13. Devem permitir uma facil incorporacao
de armazenamento da forma farmacéutica do farmaco

7. Nao devem causar qualquer impedimento | 14. Devem apresentar custo acessivel
a liberagao do farmaco
Fonte: Carvalho, Chorilli e Gremiao (2014).

Os polimeros considerados de primeira geragdo aderem a mucosa através do
estabelecimento de ligagcdes nao especificas, logo, ndo apresentam seletividade na
adeséo a diferentes regides do trato gastrointestinal a partir da administragéao oral.
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Contudo, as propriedades fisioldgicas do trato gastrointestinal como pH, renovagao do
muco, volume de fluidos, viscosidade, entre outros, podem influenciar o perfil
mucoadesivo destes materiais (RITA; FIGUEIRAS; COIMBRA, 2016).

Os polimeros mucoadesivos de segunda geracdo foram desenvolvidos na
tentativa de melhorar a capacidade e especificidade mucoadesiva. Sdo enquadrados
nesta categoria os polimeros que possuem as seguintes caracteristicas: incorporagao
de farmacos soluveis em agua e/ou 6leo permitindo a administragao prolongada do
farmaco; inibicdo enzimatica local, capacidade de ligagao especifica a um alvo celular;
estimulo a endocitose e elevada margem de seguranga em nivel local e sistémico
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

3.2.5 Membranas Bioadesivas Para Liberacao Bucal de Farmacos

As formas farmacéuticas mucoadesivas bucais sdo consideradas alternativas
aos medicamentos orais convencionais, poréem, para o seu desenvolvimento, algumas
caracteristicas importantes devem ser levadas em consideragdo, como tempo de
permanéncia da formulagédo na cavidade oral, a degluticdo, a producéo de saliva e a
mucoadesao (SATTAR; SAYED; LANE, 2014).

Os filmes mucoadesivos bucais podem ser definidos como formas
farmacéuticas de uma ou mais camadas, que sao fixados na mucosa bucal e liberam
o farmaco para agao local ou sistémica, de forma rapida, controlada ou retardada e
sdao muito bem aceitos pelos pacientes, uma vez que as formulagdes apresentam
tamanho e espessura reduzidos, sao faceis de transportar e manusear, facilmente
removiveis se necessario, podem ser administradas sem agua e sao adequadas em
casos em que haja dificuldades de degluticdo (AMARAL et al., 2020).

Um sistema ideal para administragdo bucal deve ser de facil aplicagao, resistir
a acao da saliva, aos movimentos da lingua e a degluticdo. Além disso, o sistema
deve ser suficientemente hidrofilico para permitir a adeséo e o intimo contato com a
mucosa oral, porém com uma hidratacédo limitada para manter a coesao. Também
deve possuir mecanismos para resistir a cargas de tragcao e cisalhamento evitando ou
retardando sua eliminagdo do local de agdo e deve proteger o farmaco da degradagao
enzimatica devido a presencga de saliva ou microrganismos (TARDELLI, 2010).

Os sistemas mucoadesivos podem ser produzidos visando permitir intervalos

de administragao mais espacados, mantendo-se o sistema em contato com a mucosa,
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por periodos prolongados. A concentragdo do farmaco no sistema mucoadesivo deve
ser adequada a sua poténcia, para que sejam alcangadas as doses terapéuticas
desejaveis. Por outro lado, este sistema n&o deve causar qualquer irritagdo ou
inconveniéncia para o paciente e deve interferir minimamente com as fungbes
normais, como a fala e a degluticao (BHUTANI; BASU; MAJUMDAR, 2021).

No entanto, a baixa permeacao do farmaco pela mucosa bucal € uma das
principais barreiras das formulagbes, causando baixa biodisponibilidade e
eficacia. Nessa perspectiva o estudo e os avangos da nanotecnologia vém fornecendo
ferramentas para superar essas limitacdes e entre as técnicas utilizadas para a
obtencao de nanosistemas, descata-se a eletrofiacido. Em particular, os nanosistemas
eletrofiados podem aumentar permeacao do farmaco através da mucosa bucal, uma
vez que a taxa de dissolugdo de um farmaco aumenta com o aumento da area
superficial e, podem ainda, evitar a degradacao e promover a liberagao diretamente
no local de acdo (MERCANTE et al., 2021).

3.3 Eletrofiacao

3.3.1 Processo de Eletrofiagao

A técnica de eletrofiagao (ou fiagao eletrostatica) ganhou grande notoriedade
nas ultimas décadas, principalmente pela sua capacidade de produgao de materiais
constituidos por nanofibras (COSTA et al., 2012a). As nanofibras dao origem a
membranas e apresentam caracteristicas como, elevada area de superficie
especifica, alta porosidade e interconectividade, tornando-as adequadas em varias
aplicagdes biomédicas, inclusive na obtencao de sistemas mucoadesivos de liberagao
de farmacos (CHEN et al., 2018a).

O método de eletrofiagao foi inicialmente proposto por Formhal, em 1938,
porém, somente a partir de 1964, Sir Geoffrey Ingram Taylor estudou e contribuiu com
a area de mecanica de fluidos submetidos ao efeito de um campo elétrico, elaborando
uma base tedrica conhecida como cone de Taylor. Considerou o modelamento
matematico de um cone, que se forma através da gota no fluido que esta sob o efeito
de uma diferenca de potencial de alta tensédo (OLIVEIRA et al., 2013).

O método foi entdo retomado em 1995 por Reneker e Doshi e tem sido
extensivamente estudado para a producgao de diversos tipos de nanofibras ou nanofios
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de diferentes polimeros permitindo produzir fibras submicrométricas com diametros
variando entre 10 nm a 10 um que resultam na formagao de tecidos n&o tecidos (TNT)
ou membranas poliméricas (COSTA et al., 2012a).

A eletrofiagao € uma técnica de execucdo simples, na qual se aplica um campo
elétrico de alta tensdo e baixa corrente entre uma placa coletora e a agulha do aparato,
instalado transversalmente a uma determinada distancia da placa coletora. O
equipamento consiste de uma fonte de alta tensdo, uma bomba de infusdo com
seringa, com controle automatico de fluxo da solugao polimérica, e um coletor metalico
aterrado (Figura 6) (SOFI et al., 2020).

As membranas eletrofiadas apresentam elevada area de superficie, podem ser
produzidas em varias formas e tamanhos e o controle da composi¢cao das nanofibras
permite estabelecer propriedades e funcionalidades especificas (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010). Além disso, podem ser fabricadas com uma grande variedade de
polimeros (SILVA et al., 2015).

Figura 6 - Processo de eletrofiacéo
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Fonte: Adaptado de Sill e Von Recum (2008)

A solugcao polimérica € mantida inicialmente pela sua tensao superficial, na
extremidade da agulha conectada na seringa, na forma de gota. A superficie da gota
se alonga com o aumento da tenséao elétrica para formar o cone de Taylor (COSTA et
al., 2012a). Quando as forgas eletrostaticas, de agao repulsiva, superam a tensao
superficial, de agao coesiva, um jato carregado da solugcao na extremidade do cone é
ejetado e atraido pelo coletor. Na ponta da agulha, o jato permanece estavel, porém,
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essa estabilidade é alterada quando o jato se direciona ao coletor. Durante essa
trajetdria, ocorre evaporagao do solvente e precipitagdo do polimero, o que da origem
a uma membrana de fibras de didmetros submicrométricos (COSTA et al., 2012b).

O processo de eletrofiacdo depende de varios parametros que desempenham
um importante papel no processo de geragao das nanofibras e o ajuste destes permite
a obtencéo de fibras com dimensdes e qualidade diversas (ALAZAB et al., 2017).

Os parametros da técnica de eletrofiacdo sao classificados em parametros da
solucdo, parametros ambientais e parametros do processo. Em relacdo aos
parametros da solugcdo destacam-se a massa molar do polimero, a viscosidade da
solucao, a tensao superficial e a condutividade ibnica. Ja, os parametros ambientais
a considerar sao temperatura do ambiente e umidade relativa do ar e os parametros
do processo sao a tensao utilizada, vazao da solugdo na bomba de seringa, didametro

da agulha, distancia da ponta da agulha até o coletor.

3.3.2 Parametros de Processamento ou Condi¢cdes Operacionais

Para se obter nanofibras com morfologia e didmetros adequados, faz-se
necessario ajustar os parametros do processo na técnica da eletrofiagdo. Dentre as
principais condi¢bes operacionais que requerem ajustes destacam-se a tensao
elétrica, a distancia do coletor, a vazado da solugdo e efeito do tipo de coletor
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

A tensdo induz a carga necessaria na solugado iniciando o processo de
eletrofiacdo, o que a torna um parametro de extrema importancia, sendo que valores
tipicos se situam na faixa de 5 a 30 kV. Em geral tensdes superiores a 6 kV ja séo
suficientes para superar a tensao superficial da gota e formar o cone de Taylor, no
entanto deve ser ajustada para cada sistema polimero/solvente, tendo em vista que
influencia na formacéao das fibras e no diametro das mesmas (AL-HAZEEM, 2018).

Tensdes elevadas promovem o estiramento da solugdo, esse efeito gera
reducao do diametro da fibra e evaporagédo mais rapida do solvente, contudo também
pode levar a formacao de imperfeicbes pela maior instabilidade do jato. O campo
elétrico formado pode interferir também na ordenagédo das moléculas, de modo a
induzir uma maior cristalinidade em polimeros cristalizaveis (CHEN et al., 2018b).

A distancia entre a ponta do bico injetor e o coletor € outra variavel que
influencia no didmetro médio e na morfologia das fibras eletrofiadas. Também
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denominada distancia de trabalho, deve ter um valor minimo para garantir a total
evaporagao do solvente, antes da fibra atingir o coletor, e um valor maximo para que
o campo elétrico seja efetivo na estabilizacdo do cone de Taylor e, consequentemente,
na formagédo das nanofibras. Distancias maiores ou menores que O necessario,
tendem a originar defeitos, também denominados beads (Figura 7) nas fibras
eletrofiadas (ALAZAB et al., 2017).

Para o coeficiente de vazao, de forma geral, o aumento deste gera maior
produtividade, mas pode resultar no aumento do didmetro das nanofibras, no aumento
da porosidade e em algumas situag¢des, na formacéao de beads. Uma taxa de fluxo alta
normalmente dificulta a evaporagdo do solvente, o que pode levar a secagem
incompleta. Normalmente baixas vazdes sdo desejadas pois permitem evaporagao
completa do solvente e resultam em nanofibras com didametros menores, o que é
ocasionado pelo aumento da densidade de carga volumétrica. Em altas taxas de fluxo
a corrente no jato € aumentada enquanto a densidade de carga da superficie é

diminuida, resultando em menos chicoteamento e alongamento (LALIA et al., 2013).

Figura 7 - Imagem de micrografia de MEV de fibras de PLA eletrofiadas, a fim de
e>§§_mQIificar a formacé&o de beads dg_feitos  durante 0 processo
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Considerando que a vazao de solugao influencia na quantidade e velocidade
de material que chega até a ponta da agulha é necessario que haja um fluxo continuo
e que seja estabelecido o intervalo de trabalho para os valores de fluxo de injecao de
solucao. Se o fluxo de solugéao for insuficiente, ndo havera formagao do cone de Taylor
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e se o fluxo da solugéo for excessivo, as forgas do campo elétrico n&do irdo agir na
orientacdo do jato, podendo formar goticulas ou spray no coletor e n&o fibras
continuas (DEEPAK; GOYAL; RATH, 2018).

Outro parametro que influencia no processo de eletrofiacao, principalmente na
morfologia das fibras, € o coletor utilizado. O coletor deve apresentar boa
condutividade elétrica para nao impedir a formacédo do campo elétrico entre a ponta
da agulha e o coletor e, por isso, geralmente é constituido de aluminio. Sdo descritos
na literatura diversos tipos, formas e mecanismos para os coletores utilizados no
processo de eletrofiacdo: fixo, coberto com folha de papel aluminio, coletor com
superficie texturizada com tela de arame ou grade e coletores giratorios (FRENOT;
CHRONAKIS, 2003; PORTER; HENSON; POPAT, 2009). A utilizagdo de coletores
giratérios permite o processamento por eletrofiacdo de fibras orientadas e o

alinhamento destas esta diretamente relacionado com a velocidade do disco giratdrio.

3.3.3 Parametros de Solugao

Os parametros da solugdo como viscosidade, condutividade elétrica, tenséo
superficial e propriedades do solvente influenciam diretamente na morfologia e na
geometria das nanofibras. Estes parametros estao relacionados com as propriedades
fisico-quimicas dos polimeros, dos solventes e com as interagdes do tipo polimero-
solvente (NISTA, 2012; DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020; MERCANTE et al.,
2021).

A concentragdo do polimero e, consequentemente, as propriedades
viscoelasticas da solugcdo, sdo parametros fundamentais na eletrofiagdo. Com o
aumento da viscosidade e mantendo-se fixo os demais parametros do processo,
existe probabilidade no aumento no diametro das fibras (FERREIRA, 2017).

Para se obter nanofibras uniformes € necessario que haja um grau de
emaranhamento de cadeias na solugido polimérica, que corresponda a um valor de
concentragdo minima. Se a eletrofiagdo ocorre em concentragdes nas quais nao
existe um emaranhamento polimérico em solugcéo, ndo ocorre o estiramento da fibra
durante o processo, causando instabilidade capilar na extremidade do jato
ocasionando o espalhamento eletrostatico (electrospraying) e possibilitando a
formacao de defeitos (RUITER et al., 2017).
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A massa molar (MM) de um polimero também é fator que deve ser considerado,
uma vez que solugdes poliméricas que possuem baixa MM tendem a favorecer o
aparecimento de defeitos e as solugcbes com MM altas, produzem fibras mais
uniformes e com didmetros médios maiores (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; LIU et al.,
2020; MERCANTE et al., 2021). Com o aumento da massa molar, ocorre alteragéo no
tamanho das cadeias poliméricas, afetando o emaranhamento entre elas,
incrementando assim a viscosidade da solugao.

Neste sentido, a viscosidade é uma propriedade que define o tamanho e
morfologia das fibras. A obtencdo de fibras poliméricas continuas € muito dificil,
quando eletrofiadas a partir de solugbes com baixa viscosidade, porém, se a
viscosidade for muito alta, existe um obstaculo na formagao do jato durante processo
de eletrofiagdo (FATTAHI; KHODDAMI; AVINC, 2019).

Outro parametro de solucdo a considerar € a condutividade ibnica. A
condutividade ibnica da solucdo é estabelecida pela facilidade que essa tem em
conduzir corrente elétrica. Depende diretamente do solvente e do polimero que esta
sendo utilizado. Em geral, a adicdo de um sal a solugao faz com que a condutividade
da solugcdo aumente e tende a favorecer a formacgao de fibras mais finas e uniformes.
Por outro lado, as fibras poliméricas eletrofiadas, obtidas a partir de solugdes com
baixa condutividade, ndo apresentam uniformidade devido ao surgimento de defeitos
(YANG et al., 2016a).

A tensao superficial esta diretamente relacionada com a formagao do cone de
Taylor, pois este fendbmeno ocorre quando a tenséo aplicada é suficientemente alta
para fazer com que as forcas eletrostaticas superem a tensao superficial da gota. A
partir desse valor de tensdo, chamada de tensao critica, inicia-se o processo de fiacao
(COSTA et al., 2012b; DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020) .

A tensao superficial esta associada com a natureza do solvente utilizado na
solucao polimérica, podendo ocorrer diminuicdo da tensao superficial da solugao e
obtencao de fibras com poucos ou sem defeitos. Contudo, o0 aumento da tensao
superficial pode gerar a necessidade de se utilizar tensées mais altas para diminuir ou
eliminar a presenca de defeitos nas fibras eletrofiadas ou pode ocasionar instabilidade
do jato na ponta da agulha, promovendo a formacao de goticulas que seréo lancadas
até o coletor, sem formacgao de fibras continuas (COSTA et al., 2012b; SILVA; PAULA,;
BORGES, 2021).
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A utilizacdo de um solvente volatil como veiculo para um determinado polimero
em solucdo é um dos critérios fundamentais na eletrofiagéo, pois determina em grande
parte as propriedades da solu¢ao de eletrofiagdo. A escolha do solvente € importante
na determinacéo da concentragao critica minima da solugcéo que é variavel de acordo
com a solugcdo polimérica. A concentragdo minima permitir a transicdo do
espalhamento eletrostatico da eletrofiacéo, que afeta significativamente a capacidade
de fiagdo da solugdo e a morfologia das nanofibras. E importante que a solugdo a ser
eletrofiada seja homogénea para que o processo seja estavel e as nanofibras
uniformes (SUN; BOLUK; AYRANCI, 2015).

Neste sentido, o ponto de ebulicdo do solvente € um parametro que deve ser
considerado, pois afeta a taxa de evaporagao deste durante o percurso do jato em
direcdo ao coletor. Os solventes com ponto de ebulicdo muito alto provavelmente nao
evaporam completamente antes que o jato alcance o coletor e isso pode causar o
achatamento das nanofibras apdés o impacto neste, resultando em morfologias de
fibras tipo fita ou pode causar fusdo de fibra no ponto de contato entre elas ou até
mesmo perda completa da morfologia da fibra (LANNUTTI et al., 2007). Em
contrapartida, o uso de solventes com ponto de ebulicdo muito baixo pode causar
evaporagao muito rapida na ponta da agulha, causando obstru¢do da agulha e
interrupcao do processo de eletrofiagdo (FATTAHI; KHODDAMI; AVINC, 2019).

3.3.4 Parametros Ambientais

Os parametros ambientais, como a temperatura, a umidade e a composigao do
ar, também podem influenciar na formacao e na morfologia das nanofibras. Alguns
autores constataram que o aumento da temperatura ambiente diminuiu o diametro das
fibras eletrofiadas. A temperatura tem efeito na taxa de evaporagao do solvente e,
consequentemente, na viscosidade da solugdo. Assim, em temperaturas mais baixas,
mais tempo leva para que o jato se solidifique, continuando o alongamento e
produzindo fibras mais espessas (MERCANTE et al., 2021). O segundo efeito da
temperatura é a influéncia sobre a rigidez das cadeias poliméricas. As cadeias de
polimero se movem mais livremente a temperaturas mais altas, resultando em menor
viscosidade da solugao e tenséao superficial (COSTA et al., 2012a; AMIRAH MD ZUBIR
et al., 2020).
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A umidade relativa do ambiente também pode afetar o processo de
eletrofiacdo, diminuindo a taxa de evaporacéo do solvente, favorecendo a formacéao
de fibras mais finas. A umidade muito alta no ambiente de eletrofiacdo pode fazer com
que o solvente ndo evapore completamente durante todo o processo ou que a agua
condense na superficie das fibras, formando poros circulares. A baixa taxa de
evaporagao do solvente pode levar também a fusdo das nanofibras, aumentado o seu
didmetro médio (CHEN et al., 2018b).

3.4 Nistatina

3.4.1 Caracteristicas Quimicas e Fisico-quimicas

A nistatina (NYS) (C47H1sNO17) € um antifungico extraido de culturas de
Streptomyces, que foi descoberta em 1950 por Hazen e Brown, pesquisadoras dos
Laboratérios de Pesquisas do Departamento de Saude do Estado de Nova lorque,
EUA. A nistatina tem sido empregada na terapéutica por mais de 50 anos e pertence
ao grupo dos polienos, classe de substancias formadas por atomos de carbono com
dupla ligacéo e, mais especificamente, do grupo dos tetraenos, que sao polienos que
apresentam quatro duplas ligagdes nao-saturadas em sequéncia. Também é
considerada um macrolideo, uma vez que possui estrutura quimica grande e ciclica e
uma molécula anfotérica e anfifilica devido a presenga de grupos carboxilicos e amino
e possui uma extremidade polar e outra apolar em sua molécula. O farmaco nistatina
consiste na mistura de duas ou mais substancias relacionadas e ativas biologicamente
denominadas A1 (C47H7sNO17), A2 (C47H75NO16) € A3 (Cs3HgsNO20), porém o principal
composto do complexo é o A1, que apresenta em sua estrutura um amino agucar
ligado ao oxigénio do carbono-19 (SZOMEK et al., 2021).

A nistatina é praticamente insoluvel em agua, etanol, cloroférmio e em saliva,
porém ¢é bastante soluvel em dimetilformamida (DMF) e dimetisulfoxido (DMSO).
Apresenta-se como um po higroscépico, de coloragdo amarela a marrom claro e de
odor semelhante a cereais. O pH da suspensao aquosa a 3 % m/v encontra-se entre
6,0 e 8,0. Solugdes e suspensdes aquosas de nistatina comegam a perder a atividade
apos a preparacgao. Calor, luz e presencga de oxigénio aceleram a sua decomposicao,
logo, o acondicionamento da nistatina (matéria-prima) deve ser em recipiente

hermeticamente fechado, protegido da luz e a uma temperatura em torno de 2 a 8 °C.
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3.4.2 Propriedades Farmacologicas

A nistatina (Figura 8) possui ampla atividade antifungica, fungicida e/ou
fungistatica in vitro, inclusive mais ampla do que o principal membro desta classe de
farmacos, a anfotericina B. E efetiva contra a maioria das infecgdes causadas pelas
espécies de Candida spp., porém na pratica médica é empregada apenas na profilaxia
e tratamento de candidiases superficiais de pele e mucosas, além de demonstrar
atividades contra Aspergillus, Cryptococcus e outros fungos (MARTIN-VILLENA et al.,
2013; RAl et al., 2022).

O uso da nistatina é limitado por via topica, uma vez que pertence a classe IV
do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), o que representa baixa
solubilidade e permeabilidade quando administrado pela via oral. Além disso,
apresenta alta toxicidade quando administrada através da via parenteral e sua

absorcao € quase nula em pele intacta, membranas mucosas ou trato gastrintestinal.

Figura 8 - Férmula Estrutural da Nistatina

Fonte: Szomek et al. (2021)

A acao antifungica da nistatina ocorre através da sua interacdo com ergosterol,
esterol presente na membrana plasmatica das células fungicas, o que gera uma
desorganizacao funcional, devido a formagao de canais transmembrana, por onde
ocorre a saida de agua e ions essenciais para a sobrevida celular. Essas alteragcbes
levam a perda da permeabilidade seletiva das células fungicas, ocasionando danos

celulares e, posteriormente, morte celular.
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A nistatina também se liga, mais fracamente, ao colesterol, outro tipo de esterol,
presente na membrana plasmatica das células de mamiferos. Essa ligacdo pode
provocar efeitos adversos e téxicos. Dessa forma, a nistatina é muito téxica quando
administrada por via intramuscular ou intravenosa, pois é capaz de causar hemolise,
necrose e abscessos nos locais da inje¢ao, devido a sua ligagado imediata com as
membranas plasmaticas das hemacias, destruindo-as (TAVARES, 2001; GILMAN;
HARDMAN; LIMBIRD, 2003; HADY et al., 2022).

De acordo com suas caracteristicas farmacolégicas, a nistatina € empregada
para uso topico, mesmo quando usada por via oral, desenvolvendo um efeito
superficial na mucosa oral e digestiva. Os efeitos adversos da nistatina, quando usada
na forma topica, sdo incomuns, podendo ocorrer episédios de nauseas, vomitos e
diarreia. Muitas vezes as nauseas estao relacionadas ao sabor desagradavel, que
pode interferir na adesao ao tratamento pelo paciente.

Ja existem trabalhos com formulagdes lipossdmicas de nistatina, que permitem
a sua administragao pela via intravenosa devido a menor toxicidade e menos efeitos
adversos (AMIR; LEVIN-KHALIFA; DVASH, 2022). Contudo, um numero maior de
estudos ainda precisa ser desenvolvido, tendo em vista que poucas pesquisas

envolvendo novas formulacdes de nistatina encontram-se relatadas na literatura.

3.5 Poli (Acido Lactico)

3.5.1 Caracteristicas Quimicas e Fisico-quimicas

O PLA é um polimero hidrofébico pertencente a familia dos poliésteres
alifaticos, com férmula estrutural C3H4+O2 e é obtido a partir de monémeros de acido
latico na fermentacdo do trigo, milho, batata, sacarose ou lactose. Além de ser
derivado de recurso renovavel, €& biocompativel, biodegradavel, reciclavel e
compostavel. A primeira sintese registrada de PLA foi em 1932 por Wallace Carother
nos laboratérios da DuPont. Os produtos de degradacao do PLA nao sao tdxicos para
0s seres humanos e o meio ambiente e usa-se 25-55% menos energia para sua
produgao quando comparada a polimeros a base de petréleo (CASALINI et al., 2019;
DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020).

O PLA possui trés isébmeros: poli(acido L-lactico) (PLLA), poli(acido D-lactico)
(PDLA) e poli(acido DL-lactico) (PDLLA) (Figura 9). O PLA tem uma temperatura de
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transicéo vitrea (T4) de cerca de 60 °C e temperatura de fusdo (Tm) no intervalo de
130-180 °C. A T4 e a Tm dependem da estrutura cristalina, da historia térmica e da
massa molar. Embora PDLLA seja um polimero amorfo, o PLLA e PDLA s&o polimeros
semicristalinos que apresentam temperatura de fusdo (Tm) em torno de 180 °C
(DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020).

O PLA é degradado por hidrolise simples da ligacéo éster, produzindo uma
reducao sucessiva da massa molar, ndo havendo a necessidade da presenca de
enzimas para catalisarem sua hidrolise. A velocidade de degradacéo é dependente
da cristalinidade do PLA, massa molar, morfologia, taxa de difusdo da agua dentro do
polimero e conteudo estereoisomérico. Sua degradacdo térmica ocorre em
temperaturas acima de 200 °C e seus produtos de degradagao nao sao toxicos, o que

contribui para a sua aplicagao na area biomédica (LIU et al., 2020).

Figura 9 - Isbmeros do acido polilatico. PDLA, poli (D-acido latico); PDLLA, poli (D-L-acido
latico); PLLA, poli (L-acido latico)
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3.5.2 Aplicagdes do Poli (Acido Lactico)

O PLA vem sendo amplamente utilizado na area biomédica, em implantes
(pinos, parafusos, etc.) por ser biodegradavel, o PLA pode ser absorvido pelo corpo
em um periodo de 6 meses a 2 anos. Essa propriedade € interessante por permitir
uma recuperacgao gradual do paciente, sendo que em um implante com funcao de

suporte, o polimero vai sendo absorvido pelo corpo, conforme ocorre a regeneragao
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do tecido. A biodegradabilidade do PLA se deve ao fato do mesmo ser formado por
mondémeros de acido lactico, que € um produto natural da respiracdo anaerdbica do
corpo humano, que é absorvido pelo corpo sem causar toxicidade. Também & muito
utilizado em embalagens de alimentos, copos e sacolas por ser pouco reativo
(SINGHVI; ZINJARDE; GOKHALE, 2019).

O PLA é utilizado na engenharia de tecidos como scaffold para regeneragao
tecidual cutanea e também na distribuicdo e liberacido de farmacos, fatores de
crescimento e fitoativos, que auxiliam o crescimento e regeneracéo tecidual. Devido a
seu carater hidrofébico, o PLA apresenta baixa compatibilidade com farmacos
hidrofilicos e, quando misturados, podem sofrer separacdo de fases. Além disto,
quando obtida a nanofibra, o farmaco se distribui predominantemente na sua
superficie. Esta caracteristica influenciara nas propriedades da nanofibra, como por
exemplo, no aumento da velocidade de liberagdo do farmaco em meio fisioldgico,
promovendo o efeito burst (liberagao instantanea), devido a maior disponibilidade de
farmaco na superficie da nanofibras (DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020).

Como forma de minimizar esta condigao, faz-se necessaria a utilizagcdo de
blendas poliméricas, associando ao PLA outro polimero com carater hidrofilico, como
por exemplo, o poli(éxido de etileno) (PEO). Este € um polimero sintético, que assim
como o PLA, &€ um biomaterial por suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e citocompatibilidade. Por apresentar carater hidrofilico, quando
associado ao PLA na forma de blenda polimérica, promove a modulagao no perfil de
liberagao do farmaco incorporado, ja que o farmaco teoricamente estara disperso mais
no interior das nanofibras (TYLER et al., 2016).

3.6 Poli (6xido de Etileno)

3.6.1 Caracteristicas Quimicas e Fisico-quimicas

O poli (6xido de etileno) (PEO) ¢ um homopolimero sintetizado a partir do
mondmero oxido de etileno e teve sua comercializagao iniciada em 1957. A formula
estrutural do PEO esta representada na Figura 10. Quando o grau de polimerizagao
(n) € menor que 150, ou seja, para baixas massas molares, o composto € geralmente
chamado de poli(etileno glicol) (PEG). Ja para massas molares maiores, valores de n
maior que 150, chama-se de PEO. Trata-se de um polimero neutro (nao ibénico),
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termoplastico e semicristalino, com estrutura linear ou ramificada, que quando
submetido a tragédo, apresenta alta elongacdo, moderado médulo de tensdo e boa
capacidade de orientacéo.

Figura 10 - Férmula estrutural do Poli(6xido de Etileno)

0O
H-1 \/\.;OH

Fonte: Dreyer (2015)

O PEO é soluvel em agua e na maioria dos solventes organicos e insoluvel em
hidrocarbonetos alifaticos, dietilenoglicol, etilenoglicol e glicerina. Tem seu ponto de
fusdo variando entre 30 a 60 °C e a viscosidade das solu¢cdes depende da massa
molar média do polimero. Polimeros com maiores massas molares médias
apresentam maiores viscosidades em comparagao a um mesmo solvente (DREYER,
2015).

O PEO apresenta, também, capacidade lubrificante, estabilidade, pequena
volatilidade e sua estrutura é de facil modificagdo quimica. A biocompatibilidade o faz
ser o polimero de escolha em diversos setores como a industria farmacéutica e
médica, onde é usado como matriz para o controle de liberagado de farmacos, como
adesivos para proteses dentarias e também em filmes de embalagem (MEDEIROS,
2018).

3.6.2 Aplicagdes do Poli (6xido de Etileno)

O poli(dxido de etileno) tem sido amplamente estudado devido a sua
biocompatibilidade e a sua biodegradabilidade, caracteristicas que Ihe conferem
grande potencial de aplicagbes biomeédicas como, em sistemas para liberagdo de
farmacos, reposicdo de tecidos, como peliculas envolvendo materiais que sao
aplicados em organismos vivos para tratamento de feridas (NISTA, 2012).

As diferentes massas molares médias disponiveis comercialmente é um fator
importante para o desenvolvimento de fibras, uma vez que essa caracteristica € um

dos parametros determinantes do processo de eletrofiagdo. Além de estudos



59

envolvendo o PEO puro no processo de eletrofiacdo, encontra-se na literatura a
associacdo do PEO com outros polimeros na formacao de blendas poliméricas, afim
de complementar as propriedades dos polimeros. Em muitos estudos, o PEO é
utilizado como polimero auxiliar, especialmente em sistemas que requerem
mucoadesividade pois apresenta caracteristicas mucoadesivas, além de facilitar a
eletrofiagédo por diminuir a condutividade da solugédo e aumentar o entrelagcamento das
cadeias (SHANKAR et al., 2009; NISTA, 2016).
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4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE SISTEMA MUCOADESIVO
CONTENDO NISTATINA

4.1 Materiais

Neste trabalho foram empregados:

Nistatina (NYS): Lote 19L 19-B-056902, titulo 5858,46 Ul/mg, produzido por
Antibioce (Roménia) e fornecido por SM empreendimentos Farmacéuticos LTDA. Poli
(acido L-lactico) PLA Polymer 2002D (4% D-lactide, 96% L-lactide), fabricado pela
empresa Nature Works, com massa molar média nominal de 199.590 g/mol. Poli
(6xido de etileno) PEO massa molar ~ 100.000 g/mol, Sigma-Aldrich. 1,2-Dicloroetano
P.A (Vetec). Dimetilformamida-N,N P.A. ACS (Vetec). Solucdo tampao fosfato 0,1
mol/L pH7,4 (solugdo saliva artificial). Mucina de estdbmago de porco tipo Il (Sigma-
Aldrich).

4.2 Métodos
A rota metodoldgica experimental incluiu a preparacdo das solugdes

poliméricas, eletrofiagdo das solugdes e caracterizagdes conforme mostra o

fluxograma a seguir (Figura 11).



Figura 11 — Fluxograma da metodologia experimental
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4.2.1 Caracterizagcédo das solugdes

4.2.1.1 Viscosidade das solu¢bes poliméricas

Todas as solugdes poliméricas foram caracterizadas através das analises de
viscosidade. Utilizou-se um viscosimetro rotativo Brookfield DVII + PRO. Foram
preparados 30 mL de cada solucao, PLA, PLA/PEO, PLA/PEO/NYS e adicionados em
recipiente de acgo inoxidavel conectado ao viscosimetro. A leitura foi feita a 50, 100,
150 e 200 rpm, com spindle 62, a 25° C.

4.2.1.2 Condutividade ibnica

A condutividade iénica das solugdes poliméricas foi determinada utilizando um
condutivimetro (MS TECNOPON, modelo mCA 150P, Brasil), a sonda foi colocada em
30 mL das 3 solugdes (PLA, PLA/PEO e PLA/PEO/NYS) obtidas. As medi¢des foram

realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

4.2.2 Parametrizagdo do Processo de Eletrofiacdo de Membranas de PLA

O Equipamento utilizado possui configuragao padrao do sistema de eletrofiagao
e consiste em uma fonte de alimentagao de alta tensdo, uma bomba de seringa, uma
seringa, uma agulha metalica e um coletor aterrado. O equipamento utilizado para
eletrofiacdo (Figura 12), encontra-se localizado no Laboratério de Transformacbes e

Materiais Avancados-UFSC Blumenau.
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Figura 12 - Equipamento de Eletrofiagcdo — Laboratério de Transformagdes e Materiais
Avancados - UFSC Blumenau

4.2.2.1 Etapa 1

Fonte: Autoria prépri'a

Para a eletrofiagdo do PLA puro, foram preparadas solugdes com 10% m/m,

12% m/m e 14% m/m de PLA em uma mistura de solventes. Foram utilizados como

solventes dicloroetano (DCE) e dimetilformamida DMF (razdo volumétrica 3:1), de
acordo com Yang et al. (2016) (Quadro 3).

Quadro 3 - Solucdes de PLA + solvente

A —10% m/m de PLA

B — 12% m/m de PLA

C —14% m/m de PLA

PLA 1,4880 g 1,7856 g 2,0832 g
DCE 9mL 9mL 9 mL
DMF 3mL 3 mL 3mL

Fonte: Autoria prépria

A solubilizacdo do PLA foi realizada sob agitagdao magnética a uma temperatura
de 50 °C, por aproximadamente uma hora (LI; FREY; BAEUMNER, 2005). Apds a
solubilizagdo completa do PLA, a solugao foi transferida para uma seringa de vidro de

5 mL, com agulha tamanho 30 x 08, calibre 21 G1 V4, e foi fixada no equipamento de

eletrofiagdo para ajustes de parametros e inicio do processo (Figura 13).
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Figura 13 - Processo de eletrofiagdo de membranas

Pesagem dos Agitador magnético Transferéncia da
componentes da solugédo por uma hora solucdo para seringa

Eletrofiacéo

Fonte: Autoria propria, criado com Biorender.com

Um coletor metalico foi colocado a frente da seringa e uma diferenca de
potencial elétrico foi aplicada entre 0 mesmo e a agulha da seringa, variando de 10 a
25 kV). A distancia entre a agulha e o coletor variou de 10 a 30 cm e a vaz&o da bomba
de seringa foi testada em dois volumes 0,74 e 1,34 mL/h. Nesta etapa de
parametrizacdo do processo a eletrofiagcdo foi realizada durante 30 minutos. Os
parametros testados para o sistema de solventes DCE/DMF estao apresentados na
Tabela 3. A eletrofiacao foi realizada em temperatura de 23 £ 2 °C e umidade relativa
na faixa de 45 a 55 %.

Tabela 3 - ParAmetros de eletrofiagcdo do PLA

Parametro Valores testados
Vazao da bomba de seringa (mL/h) 0,74 -1,34
Diferenca de Potencial Elétrico (kV) 10-15-20-25
Distancia entre agulha e coletor (cm) 8-15-22
Concentracado da Solucédo (%) 10-12-14

Fonte: Autoria prépria

Para se obter a melhor condigdo no processo de eletrofiagcao de fibras de PLA
com um maior grau de organizagao e menor producao de defeitos, variou-se os

parametros selecionados conforme Tabela 4.
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Foram eletrofiadas 72 membranas com objetivo de encontrar a melhor
condigao para a obtengéo de nanofibras com menor didmetro e uniformidade de fibras,

para posteriormente se adicionar PEO (Figura 14).

"‘—1

Fonte: Autoria propria

4.2.2.2 Etapa 2

Com base nos resultados obtidos na parametrizagao inicial através da
microscopia eletrénica de varredura, considerada o melhor parametro de analise do
processo de eletrofiagdo, as condicbes de obtencdo de membranas de PLA foram
otimizadas. Fez-se um fatorial 32 (2 fatores e 3 niveis) e definiu-se os limites dos
parametros, com a distancia entre agulha e coletor em 15 cm, a vazado em 1,20 mL/h
e variou-se a voltagem aplicada de 10, 15 e 20 kV e concentragao de PLA de 10 (A),
12 (B) e 14 % (m/m) (C), conforme Tabela 5.

Tabela 5 - ParAmetros experimentais utilizados para eletrofiacdo de nanofibras de PLA — A
(10%), B (12%), C (14%) m/m

Solugéo Vazéao (mL) Potencial Elétrico Distancia (cm)
(Kv)
1 A 1,20 10 15
2 A 1,20 15 15
3 A 1,20 20 15
4 B 1,20 10 15
5 B 1,20 15 15
6 B 1,20 20 15
7 C 1,20 10 15
8 C 1,20 15 15
9 C 1,20 20 15

Fonte: Autoria prépria
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As membranas obtidas nesta etapa foram avaliadas através da microscopia
otica, no intuito de visualizar a formacao de fibras e defeitos durante o processo. Foi
utilizado um microscépio 6tico binocular, Mod. Primo Star 3, fabricante Carl Zeiss,
objetivas com dtica corrigida a infinito do tipo “Plano-ACHROMAT”, com aumentos de
100 x para campo claro, campo escuro, disponivel no laboratério de microscopia da

Universidade Regional de Blumenau — Campus 3.

4.2.3 Parametrizagdo do Processo de Eletrofiacdo de Membranas de PLA/PEO

Para a eletrofiacdo do PLA/PEO, foram preparadas solugbes com 10 %, 12 %
14 % e 16 % (m/m) de PLA e incorporou-se ao sistema o PEO na concentragéo de 10
% (m/m), quantidade calculada em relagdo a massa de PLA. Também foram utilizados
como solventes dicloroetano (DCE) e dimetilformamida DMF (raz&o volumétrica 3:1),

nesta etapa do processo (Quadro 4).

Quadro 4 - Solucdes de PLA/PEO + Solventes

A—10 % PLA B_12%PLA |C—14%PLA | D—16 % PLA
PLA (g) 1,4880 1,7856 2,0832 2,3808
DCE (mL) 9 9 9 9

DMF (mL) 3 3 3 3

PEO (g) 0,1488 0,1786 0,2083 0,2381

Fonte: Autoria propria
A solubilizagdo do PLA/PEO foi realizada sob agitagdo magnética a uma

temperatura de 50 °C, por aproximadamente uma hora. Apds a solubilizagdo completa
dos polimeros, a solugéo foi transferida para uma seringa de vidro de 5 mL, com
agulha tamanho 30 x 08, calibre 21 G1 V4, e foi fixada no equipamento de eletrofiagao
para ajustes de parametros e inicio do processo. Os parametros de processo foram

otimizados de acordo com os resultados obtidos na etapa anterior (Tabela 6).

Tabela 6 - Parametros de eletrofiacdo do PLA/PEO

Paréametro Valores testados
Vazao da bomba de seringa (mL/h) 1,20
Diferenga de Potencial Elétrico (kV) 10-15-20
Distancia entre agulha e coletor (cm) 15
Concentragao da Solugao (%) (m/m) 10-12-14 (PLA)
10 (PEO)

Fonte: Autoria prépria
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As membranas obtidas nesta etapa foram avaliadas através da microscopia
otica no intuito de visualizar a formacéao de fibras e imperfeicbes durante o processo
e, as que apresentaram melhores caracteristicas, foram encaminhadas para

realizacdo de analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
4.2.4 Parametrizagdo do Processo de Eletrofiacdo de Membranas de PLA/PEO/NYS

Para a eletrofiacdo do PLA/PEO/NYS, foram preparadas solugbes com 10 %
m/m, 12 % m/m, 14 % m/m e 16 % m/m de PLA, 10 % e 12 % de PEO calculado em
relagdo a massa de PLA e 1.200.000 Ul de NYS (Quadro 5), dosagem conforme
apresentacdes comerciais disponiveis no mercado, em suspensao, para utilizacdo na
cavidade oral. Também foram utilizados como solventes dicloroetano (DCE) e

dimetilformamida DMF (razdo volumétrica 3/1), nesta etapa do processo.

Quadro 5 - Solugdes de PLA/PEO/NYS + Solventes
Sistemas PLA PEO NYS (g) | DCE (mL) | DMF (mL)
Sistema A | 1,48809 (10 %) | 0,1488 g (10 %) 0,1891
Sistema B | 1,7856 g (12 %) | 0,1786 g (10 %) 0,1891
Sistema C | 2,0832 g (14 %) | 0,2083 g (10 %) 0,1891
Sistema D | 2,3808 g (16 %) | 0,2381 g (10 %) 0,1891
Sistema D* | 2,3808 g (16 %) | 0,2857 g (12 %) 0,1891

Fonte: Autoria propria

OOV |V|©
WWWW|Ww

A solubilizagdo do PLA/PEO foi realizada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 50 °C, por aproximadamente uma hora. Apdés completa solubilizagédo
dos polimeros foi adicionado NYS (Tabela 7) e novamente realizada agitacédo em
agitador magnético por 15 minutos, em recipiente protegido da luz e sem
aquecimento. A solugao resultante foi transferida para uma seringa de vidro de 5 mL,
com agulha tamanho 30 x 08, calibre 21 G1 7, e foi fixada no equipamento de
eletrofiacdo para ajustes de paradmetros e inicio do processo. Nesta etapa a seringa
utilizada para a eletrofiagao foi protegida da luz a para evitar degradagao da NYS. Os
parametros de processo foram otimizados de acordo com os resultados obtidos na

etapa anterior.
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Tabela 7 - Pardmetros de eletrofiagdo da membrana PLA/PEO/NYS

Parametro Valores testados
Vazao da bomba de seringa (mL/h) 1,20
Diferenca de Potencial Elétrico (kV) 10-15-20
Distancia entre agulha e coletor (cm) 15
Concentragao da Solugao (%) (m/m) 10-12-14 -16 (PLA)
10 - 12 (PEO)

Fonte: Autoria propria

As membranas obtidas nesta etapa foram avaliadas através da microscopia
otica no intuito de visualizar a formacéao de fibras e imperfeicdes durante o processo
e as que apresentaram melhores caracteristicas foram encaminhadas para realizacéo

de analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV).

4.2.5 Técnicas de Caracterizacao

Diferentes técnicas de caracterizagdo foram utilizadas para avaliar
caracteristicas basicas dos sistemas desenvolvidos como composicao, estrutura,
morfologia e comportamento. Os resultados obtidos em algumas etapas da
caracterizacdo auxiliaram na selecdo dos melhores sistemas desenvolvidos para

seguimento dos estudos.

4.2.5.1 Caracterizagdo morfologica

4.2.5.1.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As anadlises de MEV apresentadas neste trabalho foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME), localizado na Universidade
Federal de Santa Catarina. O microscopio utilizado é da marca Jeol modelo
JSM6701F e foi operado a uma diferenca de potencial elétrico de 10 kV. Os aumentos
utilizados foram 1000 e 5000 x e antes da analise as amostras foram recobertas com
camada de ouro. A partir das imagens obtidas, o didmetro médio das fibras foi

calculado utilizando o software livre ImageJ.
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4.2.5.2 Caracterizagao térmica

4.2.5.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu) utilizando
cadinhos de aluminio, contendo aproximadamente 5 mg de amostra. A faixa de
temperatura analisada foi de 25 a 250 °C, a uma razao de aquecimento de 10 °C/min
e sob atmosfera dindmica de N2 de 100 mL/min. A primeira varredura foi realizada de
25 a 250 °C com razao de aquecimento de 10 °C/min, o resfriamento com razao de
resfriamento de 10 °C/min e segunda varredura de 25 a 220 °C com taxa de 10 °C/min.

Os dados obtidos foram processados em software Tasys-60.

4.2.5.2.2 Termogravimetria (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um equipamento modelo TGA
4000 do fabricante Perkin Elmer®, no CLAIMS da FURB, Campus Blumenau. As
analises foram realizadas no intervalo de temperatura entre 30° C e 700° C, com razao
de aquecimento de 10 °C/min para as membranas eletrofiadas, sob fluxo de nitrogénio
de 20 mL.min"" e utilizando um cadinho de alumina. Foram analisadas a matéria prima
e as membranas PLA, PLA/PEO e PLA/PEO/NYS que obtiveram os melhores

resultados no processo de eletrofiagao.

4.2.5.3 Caracterizagdo quimica

4.2.5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de espectroscopia de absorcédo na regido do Infravermelho (FTIR),
foi realizada com a matéria prima e com as membranas de PLA, PLA/PEO e
PLA/PEO/NYS que obtiveram os melhores resultados no processo de eletrofiagao. A
analise permitiu identificar fungbes quimicas caracteristicas dos compostos. Os
espectros de absorcao na regiao do infravermelho dos polimeros e da nistatina e das
membranas eletrofiadas foram obtidos em equipamento FTIR Frontier (PerkinElmer,
Brasil) na faixa entre 4000 e 600 cm™', com uma média de 32 scans, na resolugdo do
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espectro de 4 cm™', no Laboratério de Controle de Qualidade do Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2.5.4 Caracterizagao superficial

4.2.5.4.1 Medidas de éngulo de contato

Para determinar mudancas no carater hidrofilico/hidrofébico das membranas
apos a eletrofiagao, foram realizadas medidas de angulo de contato no Goniémetro
modelo Co-250-F1 da Ramé-Hart Ins (Figura 15), na Central de Analises do
EQA/UFSC.

Cortou-se a membrana eletrofiada no tamanho 3 cm de comprimento x 1 cm
de largura e, na sequéncia, uma gota de 10 puL de agua destilada foi depositada na
superficie da membrana e as respectivas imagens capturadas por um sistema éptico
para a determinagao do angulo de contato. As imagens foram capturadas durante 60
segundos apos a deposicao da gota na superficie para determinar a molhabilidade em

funcao do tempo. A analise foi realizada a temperatura de 25 °C.

Figura 15 - Gonidbmetro

Fonte: Autoria propria



72

4.2.6 Teste de bioadesao in vitro

A primeira etapa da analise da bioadesdo das membranas eletrofiadas foi
avaliada por meio do texturémetro modelo TA. HD plus da marca Stable Micro
Systems, localizado na Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica
da UFSC. O equipamento utilizado mede a forca necessaria para destacar o sistema
mantido em contato com um modelo de membrana, tal como um disco composto por
mucina (CARVALHO et al., 2010).

A preparagao de discos de mucina foi realizada por compressao por meio do
equipamento compressor da marca Specac. Foram pesados para cada disco, 250 mg
de mucina suina usando uma prensa de anel com matriz de 13 mm de didmetro e uma
forgca de compressao de 10 toneladas, aplicada por 30 segundos.

O método utilizado para realizar o teste foi descrito por Bruschi et al. (2007),
que consiste no acoplamento dos discos de mucina na extremidade inferior da sonda
cilindrica (comprimento 5 cm, didmetro 5 cm) utilizando adesivo dupla face (Figura
17). Os discos de mucina foram embebidos em solugdo a 5% de mucina por 30
segundos e as amostras de cada formulagdo foram colocadas sob uma superficie
plana também preso com fita dupla face. Posteriormente, uma forca de 0,1 N foi
aplicada por 30 segundos para garantir contato entre a camada de mucina e a
amostra, a sonda foi movida para cima a uma velocidade constante de 1,0 mms™ e a
forca necessaria para retirar os discos de mucina da superficie de cada formulagao foi
determinada a partir do resultado grafico de forga-tempo.

A segunda etapa da analise da bioadesao foi realizada em texturémetro modelo
TA. HD plus da marca Stable Micro Systems, localizado na Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e utilizou-se mucosa da bochecha
suina (Figura 18 e 19) que foi gentilmente cedida pela equipe de pesquisa da
professora Dra. Luiza Abrado Frank. A bochecha suina foi limpa suavemente com
agua ultrapura e cortada em pedacos de aproximadamente 1,5 cm e presa com fita
dupla face na base do equipamento, voltada para cima. A membrana teste embebida
em saliva artificial foi acoplada na extremidade inferior da sonda cilindrica (diametro 1
cm), fazendo-se uso de fita dupla face e foi aplicada forga de 0,1 N durante 30
segundos, quando entdo a sonda foi movida para cima a uma velocidade constante

de 1,0 mms™'. A montagem do equipamento esta ilustrada na Figura 16.
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Figura 16 - Montagem equipamento Figura 17 - Detalhe sonda 1,5 cm
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Figura 18: Detalhe da sonda e da Figura 19: Bochecha Suina
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Fonte: Autoria prépria
4.2.7 Perfil de Intumescimento

As propriedades hidrofilicas das membranas eletrofiadas também foram
estudadas por medidas de grau de intumescimento (P) em funcdo do tempo. O
intumescimento € descrito como 0 aumento do volume do polimero quando este esta
imerso em determinado solvente ou também pode ser determinado a partir da
quantidade da massa de fluido absorvida pelo polimero em relacdo a massa inicial
(FERREIRA et al., 2013).

As membranas secas em ftriplicata foram pesadas previamente e colocadas
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imersas em agua deionizada, a 37°C, por tempos pré-estabelecidos (30 s, 1,5 min, 3
min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min). O excesso de agua das membranas foi removido
com um papel absorvente e as amostras foram pesadas a cada tempo (SHANKAR et
al., 2009).

A razao de intumescimento foi determinada pela seguinte equagao:

Razao Intumescimento (%) = [(Ws — Wd) / Wd] x 100 (1)

Onde Ws é a massa da amostra umida e Wd trata-se da massa da amostra

seca.

4.2.8 Ensaio de Toxicidade

4.2.8.1 Teste de membrana corioalantéide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM)

A avaliacdo do potencial irritante das formulacbes frente a membrana
corioalantoide seguiu 0 método descrito no The Interagency Coordinating Committee
on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM, 2010). Foram adquiridos ovos de
galinha fertilizados in vitro do tipo Specif Pathogen Free (SPF), da raga White
Leghornm e inspecionados quanto a presenga de rachaduras. Todos os ovos foram
limpos com cloreto de sédio a 0,9 % e pré-incubados a 38 °C em 60 % de umidade
por 8 dias, em incubadora com rotagao automatica de 30 em 30 minutos. No 9° dia,
os ovos foram retirados para realizagado do experimento. Foi realizada higienizagao do
centro da concha fora do saco aéreo, um orificio foi destacado com lapis, higienizado
e perfurado suavemente com uma pinga para nao quebrar a concha, sendo que a
zona vascular foi facilmente identificada na membrana corioalantdica (CAM).

Duas gotas de solugao salina 0,9 % foram, entao, adicionadas para umedecer
a membrana interna do involucro adjacente a CAM, processo este que facilitou a
separagao da membrana interna da membrana corioalantéica. Depois de pingada e
elevada por pinga oftalmica, a membrana e a CAM se separaram sem forgca e, em
seguida, uma janela de cerca de 1 x 1 cm na membrana foi seccionada para expor a
zona vascular.

Foram aplicados 300 uL de salina 0,9 % (controle negativo), hidréxido de sédio
1 mol/L (controle positivo) e membranas compostas por PLA; PLA/PEO;
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PLA/PEO/NYS diretamente sobre a zona vascular e foram utilizados trés ovos por
grupo de forma randomizada. Apos a aplicagdo dos compostos, os ovos foram
observados por 300 segundos. Durante este periodo, foi possivel observar se houve
o aparecimento de efeitos como hemorragia, coagulagéo ou lise vascular, indicadores
de irritacao.

Os resultados foram observados, fotografados e filmados, sendo atribuido

scores conforme o Quadro 6.

Quadro 6 - Escala de pontuagdo para lise vascular, hemorragia e coagulagédo para o teste
HET-CAM

Efeito Escore
0,5 min (30 s) 2 min (120 s) 5 min (300 s)
Lise Vascular 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: Derouiche e Abdennour (2017)

As escalas de pontuagdo individuais para lise vascular, hemorragia e
coagulagao foram obtidos de acordo com o tempo em que determinado efeito foi
observado (30”7, 120” ou 300”). O valor final é obtido a partir da somatéria dos valores
dos escores e indica o potencial irritante da substancia testada, com valor maximo de
21. Apds obtidos os valores individuais para cada ovo, foi realizada a média dos scores
para cada composto testado, categorizando o nivel de irritagcdo de acordo com o
Quadro 7.

Quadro 7 - Categorizacao da irritacdo

Média dos Scores Categoria de Irritagao
0ao0,9 N&o irritante
1a4,9 Irritacéo leve
5a8,9 Irritagcdo moderada
9a21 Irritacdo severa

Fonte: Adaptado de Derouiche e Abdennour (2017)

A pontuacgao da substancia testada foi a média aritmética, obtida dos trés ovos
utilizados, com uma pontuacdo maxima de 21. Os resultados para irritagao foram
avaliados seguindo a metodologia apresentada por Derouiche e Abdennour (2017).
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4.2.9 Analise Microbiologica
4.2.9.1 Teste de Difusdo em Agar

Para determinacgéo da atividade antifungica das membranas eletrofiadas optou-
se pelo teste de difusdo em agar. Foram utilizadas das cepas de Candida albicans,
Candida Glabrata, Candida kruzei e Candida tropicalis, todas cepas clinicas isoladas
e mantidas no laboratorio de micologia da Universidade Regional de Blumenau.

Para o preparo do meio de cultura mediu-se 400 mL de agua destilada em um
erlenmeyer e 26 g de meio agar Sabouraud dextrose e dissolveu-se com aquecimento.
Apds completa dissolugao, o meio foi transferido para placas de petri e estas foram
armazenadas fechadas por 24 horas em geladeira. Foram preparados indculos
fungicos nos quais as densidades das suspensdes de leveduras foram lidas e
ajustadas em 530 nm e absorvancia entre 0,08 a 0,1.

No dia seguinte, quatro placas de petri com o meio agar Sabouraud receberam
os indculos com um swab estéril. Membranas eletrofiadas com farmaco e também
sem o farmaco, de aproximadamente 13 mm de didmetro, foram colocadas nas placas

com o auxilio de uma pinga em pontos equidistantes conforme Figura 20.

Figura 20 - Esquema do ensaio microbiolégico pelo método de difusdo em agar M1, M2, M3
— PLA/PEO/INYS; C — PLA/PEO

M1 M2

Fonte:“Au’tSri'é- brépria

A avaliacao foi realizada, verificando-se a presenga ou auséncia dos halos de
inibicdo ao redor dos discos, contra um fundo azul marinho. O didmetro do halo foi
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medido com um paquimetro em mm, para posterior avaliagdo dos resultados. Foi
considerado sensivel quando o halo de inibicdo apresentou tamanho = 10 mm e

resistente < 10 mm. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.10 Quantificagcao da Nistatina por Espectrofotometria de Absorgcédo no Ultravioleta

4.2.10.1 Teor de Nistatina contida nas Membranas Eletrofiadas

O teor de nistatina contido nas membranas eletrofiadas foi determinado de
acordo com a validagao parcial de método analitico, conforme Apéndice 3. Pesou-se
uma membrana com tamanho de 2 cm x 2 cm, esta foi transferida para um baléo
volumétrico de 25 mL com metanol e acido acético glacial (5:1). O baldo foi mantido
em repouso, protegido da luz e calor e, apds 30 minutos, foi retirada uma aliquota de
5 mL e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL contendo metanol e acido
acético glacial (5:1). Considerando a necessidade de avaliar a uniformidade de
deposicao de fibras durante o processo de eletrofiacdo, optou-se por realizar o estudo
em triplicata, avaliando-se o teor de nistatina em 3 locais distintos equidistantes na
membrana eletrofiada. Foi realizada leitura em 279 nm. Para os célculos dos teores,

os valores de absorvancia foram substituidos na seguinte equacgao:

y = 0,0246x - 0,0099 (2)

4.2.11 Avaliagao piloto in vivo da aceitagdo, manipulagéo e aplicagao das membranas

livres de substancia ativa

4.2.11.1 Andlise Sensorial

Segundo a NBR ISO 5492:2017, publicada pela ABNT (2017), a analise
sensorial pode ser definida como uma disciplina cientifica usada para analisar, medir
e interpretar reacgdes caracteristicas dos alimentos e dos materiais como sao
percebidas pelos 6rgaos da visao, olfato, tato, audicdo e gustacao. O teste sensorial
afetivo do tipo aceitagdo foi realizado em um grupo composto por 20 pacientes,
homens e mulheres adultos, portadores de neoplasias, assistidos em Clinica de
Oncologia na cidade de Blumenau, com protocolos quimioterapicos, radioterapicos ou
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combinagao de ambos, porém sem diagnostico de mucosite oral, que concordaram
livremente em fazer parte do experimento e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido. O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Regional de Blumenau sob o parecer n°
5.695.197.

Os participantes do estudo foram orientados sobre os objetivos e
procedimentos metodologicos do teste e ressaltou-se a importancia em alertar
imediatamente a pesquisadora, de qualquer desconforto que pudesse ocorrer.

As membranas mucoadesivas sem farmaco, medindo 2x2 cm, foram
embaladas individualmente em papel grau cirurgico (Figura 21) e colocadas na
cavidade oral, na mucosa jugal (Figura 22), pelo préprio individuo participante do
estudo e este foi orientado a permanecer por 30 minutos sem ingerir alimentos e
bebidas.

Figura 21 - Membrana embalada Figura 22 - Mucosa Jugal

gﬁ'ff" L il ’-z.lﬂ" '1’\ i g

Fonte: Autoria propria ' Fonte: Madeira, Leite e Rizzolo (2016)

O procedimento foi acompanhado pela pesquisadora responsavel e foram
registradas imagens fotograficas da membrana na cavidade oral. Esta etapa do
experimento teve como objetivo avaliar a mucoadeséo, tempo de permanéncia e
alteracao de cor do dispositivo na mucosa.

Os participantes do estudo também analisaram caracteristicas do dispositivo

como aparéncia, manuseio, sabor, conforto, textura e adesao a mucosa através da
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ficha de analise sensorial com a escala hedodnica estruturada de 9 pontos (Apéndice
2). Os dados da Aceitacdo Hedobnica foram analisados através da estatistica

descritiva, considerando resultados de média e desvio padrao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao das Solugdes

Conhecer as caracteristicas das solugdes poliméricas para producao de fibras
eletrofiadas € de extrema importancia, pois influenciam em sua morfologia e estrutura.
Desta forma, as medidas de viscosidade e condutividade elétrica das solugdes de
PLA, PLA/PEO, PLA/PEO/NYS foram avaliadas.

5.1.1 Viscosidade das Solugdes Poliméricas

Foram medidas as viscosidades das solugdes preparadas com PLA, PLA/PEO
e PLA/PEO/NYS nas diferentes concentragbes estudadas (Grafico 1). Verificou-se,
como esperado, que a adigao de poli(dxido de etileno) aumenta de forma significativa
a viscosidade da solugao, sendo que, quanto mais concentrada a solugao polimérica,
maior a viscosidade. A adicdo de nistatina a solugdo nao interferiu de forma
significativa na viscosidade e permitiu a obtengdo de fibras sem defeitos, com
superficie lisa e homogéneas. Este fato pode ser explicado devido a alta solubilidade

do farmaco nos solventes utilizados para preparo da solugao.
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Grafico 1 - Medida da viscosidade (cP) das solugbes de PLA; PLA/PEO; PLA/PEO/NYS,
solugédo a 10 % (A), 12 % (B), 14 % (C) e 16% (D)
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Fonte: Autoria propria

Neste estudo a viscosidade minima necessaria para a obtencao de fibras sem
defeitos da solugao polimérica PLA/PEO/NYS foi de 156 cP. A viscosidade é um
parametro extremamente importante no processo de eletrofiagdo e pode sofrer
alteracao conforme concentragdes dos componentes da solugdo. Para a obtengao de
nano/microfibras é necessario que a solugao tenha uma viscosidade minima, uma vez
que em solugdes pouco concentradas pode ocorrer instabilidade na formagao do cone
de Taylor, o que pode gerar espalhamento eletrostatico ao invés de formacao de fibras
ou formar nanofibras com defeitos e imperfeicbes devido ao baixo emaranhamento
das cadeias poliméricas (GUERRINI et al., 2009; SHAO et al., 2015).

Cabe ressaltar que o aumento da viscosidade esta relacionado diretamente
com o aumento no didmetro das fibras e pode ocasionar a formacao de fibras fora da
escala nanométrica. Assim, com o aumento da viscosidade e mantendo-se fixo os
demais parametros do processo, existe uma tendéncia ao aumento no diametro das

fibras. Deste modo, é fundamental que se encontre um balangco para que a
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viscosidade da solucdo a ser eletrofiada ndo produza membranas com defeitos, mas
em escala que atenda o tamanho das fibras conforme utilizagdo desejada (COSTA et
al., 2012a; RAY et al., 2016).

5.1.2 Condutividade I6nica

A condutividade idnica da solugédo tem um efeito nas cargas elétricas presentes
na solugao polimérica, e pode influenciar no estiramento das fibras durante o processo
e consequentemente, no tamanho da fibra obtida. Uma solugdo muito condutora é
submetida a uma forga de tragdo, maior na presenca de um campo elétrico, do que
uma solugdo com menor condutividade. De forma geral, solugbes com maior
condutividade elétrica sao capazes de proporcionar um menor didmetro de fibra,
devido ao aumento da densidade da carga em solugdo que aumenta a forga elétrica
exercida no jato precursor das fibras (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015; SILL; VON
RECUM, 2008).

Considerando que a parametrizacdo da solucdo foi realizada
concomitantemente com a parametrizacdo do processo de eletrofiacdo, optou-se por
avaliar a condutividade idnica (Tabela 8) das solu¢des de PLA (16%), PLA/PEO
(16:10%) e PLA/PEO/NYS (16:10%), pois nessa concentragdo a obtencao de fibras

uniformes era mais evidente.

Tabela 8 - Condutividade das solucbées de PLA D, PLA D/PEO, PLA D/PEOQ/NYS

PLA PLA/PEO PLA/PEO/NYS
Condutividade (uS/cm) 3,42 2,2 1,56

Fonte: Autoria prépria

A solucéo que apresentou maior valor de condutividade foi a solugdo com poli
(acido lactico) puro e observou-se que esta solugao é a que mais facilmente eletrofia.
Este fato pode estar relacionado com a orientacdo das cargas da solugdo que
permitem que a gota sofra um maior alongamento, resultando na deposicao de fibras
no coletor e provavel menor didmetro das fibras (COSTA et al., 2012a). A eletrofiagcao
envolve estiramento da fibra causada por repulsdo das cargas na sua superficie e,
guanto maior a condutividade elétrica da solugdo, mais cargas sao carregadas pelo
jato, ocorrendo um aumento do estiramento o que reduz o didmetro das fibras. Na

eletrofiacdo de PLA puro as cargas existentes geram instabilidade no jato e, como
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resultado, observa-se 0 aumento na area de deposi¢cao das fibras (DESTEFANO;
KHAN; TABADA, 2020).

A adicdo de PEO e NYS diminuiu a condutividade elétrica da solugéo, porém,
apesar da diminuicao, foi possivel a obtencao de fibras uniformes, lisas e sem defeitos
em todos os sistemas. A diminuicdo da condutividade com a adicdo de PEO e NYS
pode ser explicada pela menor quantidade de carga presente nestas substancias, o
que levou a um menor valor de densidade de carga em solugéo, contudo, ndo houve

interferéncia no processo de eletrofiagdo (YANG et al., 2016).

5.2 Parametrizagao do Processo de Eletrofiagao de Membranas de PLA

5.2.1 Etapa 1

Apos testes iniciais com diferentes parametros de solugdo e processo de
eletrofiagdo foram obtidas 72 membranas, e entre estas, foram selecionadas (Tabela
9) as que apresentaram deposigcao de fibras no coletor de forma mais homogénea,
para analise em microscopia eletrbnica. As condigdes testadas foram tensao,
distancia entre agulha e coletor, vazdo e concentragdo de PLA, que foram levadas
aos extremos verificando-se a fiabilidade da solugdo. Nesta etapa a analise de
microscopia eletrénica serviu como um norteador do processo de parametrizagao,
sendo que as imagens obtidas possibilitaram avaliar a influéncia dos parametros do

processo na obtengao das fibras eletrofiadas.
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Tabela 9 — Parametros de processo das membranas selecionadas para analise em
microscopia eletrénica — Solugéo A (10% PLA), solugédo B (12% PLA), solucdo C (14% PLA)

Membranas Solugcao Vazao (mL) Potencial Elétrico Distancia (cm)
selecionadas (kV)

1 A 1,34 10 8
2 A 1,34 15 8
4 A 1,34 25 8
10 A 1,34 15 15
11 A 1,34 20 15
18 A 1,34 15 22
25 B 1,34 10 8
26 B 1,34 15 8
28 B 1,34 25 8
34 B 1,34 15 15
35 B 1,34 20 15
42 B 1,34 15 22
50 C 1,34 15 8
52 C 1,34 25 8
53 C 0,74 10 8
58 C 1,34 15 15
59 C 1,34 20 15
66 C 1,34 15 22

Fonte: Autoria propria

Os resultados encontrados na microscopia eletrénica de varredura podem ser
verificados nas Figuras 23, 24 e 25. Para melhor compreensao foram selecionadas
imagens em diferentes ampliagdes. A partir das imagens, avaliou-se a formagao das
fibras, porosidade e presenca de imperfei¢cdes, especialmente na forma de gotas
(beads).

Constatou-se nesta etapa que as membranas obtidas a partir de solugdes
menos concentradas apresentaram maior quantidade de defeitos. Sabe-se que a
baixa viscosidade da solugdo polimérica, pode levar ao processo de
eletropulverizagao, em que o jato da solugdo precursora se divide em goticulas
durante o trajeto até o coletor, levando a formacgao de particulas no lugar de fibras, o
que pode ser observado nas membranas 2, 4 e 10 (Figura 23).

Em concentragbes intermediarias (12%), formou-se misturas de particulas e
fibras, porém pouco estaveis como na membrana 34 (Figura 24).

De acordo com Zeng et al. (2003) e Amirah MD Zubir et al. (2020), o fator mais
critico no controle da morfologia de fibras eletrofiadas é a viscosidade da solugao
polimérica. Para a formacao da fibra, a viscosidade do polimero deve estar em uma
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faixa particular, dependendo do tipo de polimero e solvente usados. Com o aumento
da viscosidade da solugéo, os beads tendem ao alongamento e em forma de fuso e
originam fibras maiores (AL-HAZEEM, 2018). Observou-se que com a viscosidade
obtida a partir da concentragéo de PLA/PEQO (12:10) foi possivel a obtencéo de fibras,
porém ainda com defeitos. A partir da concentracdo PLA/PEO (14:10), observou-se
diminuicdo dos defeitos e obtencao de fibras mais continuas, contudo somente com a
concentragdo PLA/PEO (16:10) foi possivel eletrofiar fibras continuas, homogéneas e

sem defeitos.
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Figura 23 - Imagens de MEV para membranas eletrofiadas da PLA da solugéo A (10%), com
diferentes parametros de processo e solugao
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Figura 24 - Imagens de MEV com aumento de 1000 e 5000 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA da solugéo B (12%)
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Figura 25 - Imagens de MEV com aumento de 1000 e 5000 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA da solugao C (14%)
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A distédncia da ponta da agulha até o coletor apresentou-se como fator
importante na obtengao de fibras durante o processo de eletrofiagdo. As imagens de
MEV mostraram que distancias menores que 15 cm dificultam a formacgao das fibras,
pois ocorre aumento do campo elétrico, da forca de alongamento e diminuigdo do
tempo em que a fibra passa pelo campo, o que pode ocasionar evaporagao
insuficiente do solvente das fibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

De acordo com Frenot e Chronakis (2003), a redugédo da distancia entre a
agulha e o coletor na maioria das situagdées pode promover aumento do didmetro das
fibras e gerar deformidades estruturais, uma vez que as fibras se unem em suas
intersecdes, apds a evaporagao incompleta do solvente, antes que o jato chegue ao
coletor, porém nao se observou este efeito nas fibras eletrofiadas neste estudo. A
maior distdncia avaliada (22 cm) também promoveu a formagao de defeitos ao longo
das fibras, fato este que pode ser justificado pela perda da efetividade do campo
elétrico na estabilizagdo do cone de Taylor, e consequentemente, na formagao das
fibras (COSTA et al., 2012b).

Importante salientar que, para que as fibras se formem, o jato de eletrofiagao
deve ter tempo suficiente para que o solvente evapore e deve estar sob efeito do
campo elétrico até a sua deposicao no coletor. Em suma, a distancia entre a ponta da
agulha e o coletor exerce influéncia direta no tempo de v6o da solugdo e na
intensidade do campo elétrico (YANG et al., 2016).

As taxas de inje¢do da solugao polimérica variaram de 0,74 a 1,34 mL/h no
estudo preliminar. De acordo com Moutsatsou, Coopman e Georgiadou (2017), uma
baixa taxa de fluxo resulta em nanofibras, com didmetro menor e maior
homogeneidade, o que é ocasionado pelo aumento da densidade de carga
volumétrica e rapida secagem das fibras. Contudo, a analise de MEV das membranas
selecionadas, demonstrou que a formacéao de defeitos durante o processo ocorreu em
ambas taxas de vazao, provavelmente devido a baixa viscosidade das solugdes
avaliadas nesta fase do estudo.

As taxas de injecdo mais baixas geralmente produzem fibras com didmetros
menores, no entanto, podem gerar processos de fiagdo descontinuos e defeitos nas
fibras. Neste estudo, apenas uma membrana com taxa de inje¢cao de 0,74 mL/h foi
selecionada para avaliagao em MEV, visto que, com as demais solugdes eletrofiadas
nesta vazao, nao houve deposicao de fibras adequadas no coletor (AMIRAH MD
ZUBIR et al., 2020).
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Em contrapartida, as taxas de injegdo maiores podem causar deformidades no
formato de gotas, pois ndo ocorre secagem adequada da fibra antes de atingir o
coletor, ou ainda, a fonte de tensdo ndo consegue gerar campo elétrico suficiente para
formar um jato uniforme e continuo, fenébmenos que podem justificar o grande numero
de defeitos nas fibras depositadas, conforme mostram as figuras 23, 24 e 25.
Constatou-se entao, que os resultados obtidos nesta etapa indicaram a necessidade
de alteracdo no parametro vazao, tendo em vista que a diminuigao da vazao favorece
a formacgao de fibras com menor didmetro (ALAZAB et al., 2017).

Na etapa inicial de parametrizacdo nao foi possivel perceber diferencas
significativas na morfologia das fibras com a variagcao da tensao, porém constatou-se
a necessidade de estabelecer uma tenséo fixa para analisar de fato a interferéncia no
processo. Nao existe consenso entre os autores na literatura quanto a influéncia da
tensdo na uniformidade das fibras. Reneker e Chun (1996) afirmaram que a variagéao
do campo elétrico nao influenciou diretamente no didmetro de fibras de PEO
eletrofiadas. Zuo et al. (2005) constataram que quanto maior a tenséo aplicada, maior
foi o didmetro das fibras eletrofiadas, devido ao aumento da quantidade de polimero
ejetado e, em contrapartida, Bhardwaj e Kundu (2010) reportaram que o aumento da
tensdo aplicada diminuiu o didmetro das fibras, uma vez que favoreceu o aumento da
repulsao eletroestatica. Em suma, sabe-se que a tensao aplicada deve ser suficiente
para fornecer forga motriz para estirar as fibras e transmitir carga a gota de polimero.
A tensao também pode influenciar na morfologia e quando tensdes mais altas sao
aplicadas, mais polimero é ejetado o que origina uma fibra com maior didmetro
(ALAZAB et al., 2017).

Os resultados obtidos nesta etapa ainda nao foram satisfatérios apesar da
variacao de diversos parametros de eletrofiagdo no pré-teste de desenvolvimento das
membranas com PLA. As imagens obtidas por MEV indicaram a formacgéao de fibras
nanométricas, porém com uma quantidade de defeitos acima do esperado para

possibilitar a obtengcdo de um sistema apropriado para o seguimento do estudo.
5.2.2. Etapa 2
Nesta etapa de estudo foram redefinidas as variaveis de analise no processo

de eletrofiacdo. Foram fixados como parametros de processo, 15 cm de distancia
entre agulha e coletor, vazdo 1,2 mL e variou-se somente a tensao entre 10, 15 e 20
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kV. Com o intuito de agilizar a obtengéo de resultados optou-se pela microscopia ética
como ferramenta para auxiliar a avaliacdo do sistema. Esta técnica de analise foi
utilizada para verificar se o processo de eletrofiacdo possibilitou a formacéao de fibras
e, se as membranas eletrofiadas formaram fibras com morfologia adequada, sem a
presenca de beads.

Visando otimizar as condi¢des de obtencdo das membranas, desenvolveu-se
0 seguinte sistema de classificagdo qualitativa baseada em pontuagdo conforme

aspecto final (Tabela 10):

Tabela 10 - Sistema de classificagao qualitativo das membranas de acordo com aspecto final
através da microscopia 6tica: 0 — (nao fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 — (3 a 10 defeitos); 3 — (11
a 30 defeitos); 4 — (acima de 30 defeitos) por campo visual

Aspecto da membrana através da MO Pontuacgao
N&o fiou 0
0 a 2 defeitos por campo visual 1
3 a 10 defeitos por campo visual 2
11 a 30 defeitos por campo visual 3
Acima de 30 defeitos 4

Fonte: Autoria propria

As imagens de microscopia otica (Figura 26) permitiram verificar que as
solugdes poliméricas de 10 e 12% nao formaram fibras no processo de eletrofiagéo
ou os sistemas gerados eram formados por poucas fibras com grande quantidade de
defeitos. Contudo, com o aumento da concentracdo de PLA (14%) foi possivel
constatar melhora significativa na formagao das fibras, uma vez que o aumento da
concentragcdo da solugdo resulta em um maior entrelagamento das cadeias
poliméricas, necessario para manter a continuidade do jato durante o processo de
eletrofiacdo (NISTA, 2012).

Na eletrofiagcdo de solugdes com baixa concentragcao de polimeros, € comum a
formacgao de contas ao longo das fibras, conforme observado nas concentragdes de
10 e 12% de PLA, devido a uma grande quantidade de moléculas de solvente e
poucas cadeias entrelacadas, o que faz com que aumente a tensao superficial do
sistema ao longo do jato eletrofiado gerando instabilidade (AMIRAH MD ZUBIR et al.,
2020).

Outro fator relacionado com a viscosidade da solugcédo € a formacdao de um
segundo jato a partir do jato principal. O segundo jato formado é estavel para produzir

fibras de pequenos didmetros quando a solugdo apresenta baixa viscosidade, porém,
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na maioria das vezes as fibras formadas sdo acompanhadas de numerosos defeitos.
Este fenbmeno nao foi observado nesta etapa, corroborando com os achados na
literatura que mencionam que quando a viscosidade € suficientemente alta, a
formacdo do segundo jato € pouco provavel, sendo apenas o jato principal o
responsavel pela formacgao das fibras (ALAZAB et al., 2017).

Figura 26 - Imagens de microscopia 6tica com aumento de 100 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA da solugdo A (10%), B (12%) e C (14%), (vazao 1,20 mL e distancia 15

cm)
10 kV 15 kV 20 kV
1 2 3

Fonte: Autoria propria
Os resultados qualitativos obtidos com a eletrofiacdo da solucao de PLA em

diferentes concentragdes estdo demonstrados na Tabela 11. Na eletrofiacdo das
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membranas 1, 2, 3 e 6 ndo houve obtencdo de fibras, as membranas 4 e 5
apresentaram mais de 30 defeitos no campo visual analisado, a membrana 7
apresentou até 30 defeitos por campo visual, a membrana 8 apresentou até 2 defeitos

por campo visual e a membrana 9 apresentou até 10 defeitos por campo visual.

Tabela 11 - Pontuacdo das membranas de PLA de acordo com aspecto através da
microscopia otica: 0 — (ndo fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 — (3 a 10 defeitos); 3 — (11 a 30
defeitos); 4 — (acima de 30 defeitos) por campo visual

Solugdo  Vazao (mL) Potencial Distancia (cm) Aspecto da
Elétrico (kV) Membrana
1 A(10%) 1,20 10 15 0
2 A(10%) 1,20 15 15 0
3 A(10%) 1,20 20 15 0
4 B (12%) 1,20 10 15 4
5 B(12%) 1,20 15 15 4
6 B(12%) 1,20 20 15 0
7 C (14 %) 1,20 10 15 3
8 C (14 %) 1,20 15 15 1
9 C(14%) 1,20 20 15 2
Fonte: Autoria propria

5.3 Parametrizagcao do Processo de Eletrofiagido de Membranas de PLA/PEO

Em paralelo com as etapas de estudo anteriores, avaliou-se o comportamento
das fibras eletrofiadas com a adigao de um segundo polimero, o poli(6xido de etileno)
que foi adicionado em todas as solugdes de PLA (10, 12 e 14%). Os resultados obtidos
estdo demonstrados na Figura 27. Observa-se nas imagens maior numero de fibras
depositadas, pois a adigao de um novo polimero aumentou a viscosidade da solugao
e o processo de eletrofiagdo melhorou. Nesta etapa todas as solugdes eletrofiadas

produziram fibras mais uniformes e com menos defeitos.
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Figura 27 - Imagens de microscopia 6tica com aumento 200 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA/PEO da solucédo A, B e C (vazéo 1,20 mL e distancia 15 cm)

10 kV 15 kV 20 kV

Fonte: Autoria prépria

De acordo com a Tabela 12, a membrana que apresentou menor numero de
defeitos foi a n°® 16 com 14% de PLA. Contudo, foi possivel ainda perceber grande
quantidade de defeitos ao longo das fibras, indicando que a viscosidade ideal ainda
nao havia sido atingida.
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Tabela 12 - Pontuagcdo das membranas de PLA/PEO de acordo com aspecto através da
microscopia 6tica — A (10% PLA), B (12% PLA), C (14% PLA), e 10 % PEO.

Solugdo  Vazédo Potencial Distancia Aspecto da

(mL) Elétrico (kV) (cm) Membrana
10 A 1,20 10 15 4
11 A 1,20 15 15 4
12 A 1,20 20 15 4
13 B 1,20 10 15 3
14 B 1,20 15 15 4
15 B 1,20 20 15 3
16 C 1,20 10 15 2
17 C 1,20 15 15 3
18 C 1,20 20 15 3

0 — (n&o fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 — (3 a 10 defeitos); 3 — (11 a 30 defeitos); 4 — (acima de 30 defeitos)
por campo visual
Fonte: Autoria propria

5.4 Parametrizacdao do Processo de Eletrofiagio de Membranas de
PLA/PEO/NYS

Na etapa seguinte do estudo foi adicionada a solugéo polimérica o farmaco
Nistatina visando avaliar o processo de eletrofiacdo de acordo com os paradmetros
estabelecidos nas etapas anteriores. Foram eletrofiadas solucbes com 3
concentragdes de PLA (10, 12 e 14%), PEO (10% m/m) e 1.200.000 Ul de nistatina.
Foram mantidas constantes a distancia entre a ponta da agulha e o coletor e a taxa
de vazao da bomba de seringa, variando-se somente a tensdao em 10, 15 e 20 kV. Os

resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 13 e Figura 28.
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Figura 28 - Imagens de microscopia ética com aumento 20 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA/PEO/NYS da solugao A (10:10), B (12:10) e C (14:10) - vazédo 1,20 mL e
distancia 15 cm.

10 kV 15 kV 20 kV

19 20 21

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 13 - Pontuacao das membranas de PLA/PEO/NYS de acordo com aspecto através da
microscopia otica: 0 — (ndo fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 — (3 a 10 defeitos); 3 — (11 a 30
defeitos); 4 — (acima de 30 defeitos) por campo visual

Solugdo  Vazéo (mL) Potencial Distancia (cm) Aspecto da

Elétrico (kV) membrana
19 A 1,20 10 15 3
20 A 1,20 15 15 3
21 A 1,20 20 15 3
22 B 1,20 10 15 3
23 B 1,20 15 15 3
24 B 1,20 20 15 3
25 C 1,20 10 15 3
26 C 1,20 15 15 3
27 C 1,20 20 15 2

Fonte: Autoria propria

Foi possivel constatar que a adicao de nistatina aumentou a viscosidade da
solucao, confirmando os achados na avaliacdo da viscosidade e, consequentemente,
houve formacéo de fibras em todas as amostras, porém ainda com a formacao de
defeitos, mas estes com aspectos mais alongados e em menor quantidade.
Constatou-se também que valores maiores de tensdo foram mais eficazes na
formacéao das fibras, pois propiciaram que a diferenca de potencial resultante fosse
maior que a tensao superficial da solugéo, facilitando a ejegao até o coletor.

Com base nos resultados obtidos, mesmo com a elevada quantidade de
sistemas eletrofiados e com a variagdo de praticamente todos os parametros de
eletrofiagcdo, a membrana considerada ideal para ser avaliada como um sistema de
liberacao de farmaco na cavidade oral ainda ndo havia sido obtida.

Assim, considerando os resultados obtidos na parametrizagado do processo de
eletrofiacdo do PLA puro (etapa 1) e, tendo em vista que diversos estudos relatam que
o principal fator que interfere na obtencdo de um sistema eletrofiado com morfologia
micro/nanomeétrica € a viscosidade, optou-se por avaliar solugao de poli(acido lactico)
na concentragdo de 16% mantendo poli(éxido) de etileno e nistatina conforme
sistemas anteriores. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 14 e Figura
29.
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Figura 29 - Imagens de microscopia otica com aumento 50 vezes para membranas
eletrofiadas de PLA 16% (A); PLA/PEO 16% (B); PLA/IPEO/NYS 16% (C) (vazéo 1,20 mL e
distancia 15 cm)

A B C
Fonte: Autoria propria

O aumento da concentragao da solugéo polimérica possibilitou a obtengéo de
sistemas homogéneos e com fibras aparentemente uniformes na microscopia 6tica. O
aumento na concentracado de PLA resultou em um maior entrelagamento das cadeias
poliméricas na solugdo, necessario para manter a continuidade do jato durante o

processo de eletrofiagdo, impedindo a formacgéo de defeitos.

Tabela 14 - Pontuacao das membranas de PLA; PLA/PEO; PLA/PEO/NYS com 16% de PLA
de acordo com aspecto através da microscopia o6tica: 0 — (nao fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 —
(3 a 10) defeitos; 3 — (11 a 30) defeitos; 4 — (acima de 30 defeitos) por campo visual

Solugao Vazao Potencial Distancia Aspecto da

(mL) Elétrico (Kv) (cm) membrana
A PLA 16% 1,20 10 15 1
B PLA 16%/PEO 1,20 15 15 1
C PLA 16%/PEO/NYS 1,20 20 15 1

Fonte: Autoria propria

A parametrizagao do processo permitiu definir até este momento a utilizagao
de PLA a 16%, PEO 10% e NYS 1.200.000 Ul para obtencao de fibras uniformes e
sem defeitos. Contudo, com o intuito de avaliar o efeito do PEO na hidrofobicidade e
mucoadesividade das membranas obtidas, foi testada a adicdo de 12% na solugao de
PLA a 16%. A eletrofiacdo do novo sistema proposto foi também avaliada
preliminarmente através da microscopia Otica e os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 30 e Tabela 15.
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Figura 30 - Imagens de microscopia 6tica com aumento 50 vezes para membranas
eletrofiadas PLA 16%/PEO 12%/NYS
KT %

Fonte: Auto.ria propria

Tabela 15 - Pontuagdao das membranas de PLA/PEO/NYS com 16% de PLA e 12% de PEO
de acordo com aspecto através da microscopia 6tica: 0 — (ndo fiou); 1 — (0 a 2 defeitos); 2 —
(3 a 10) defeitos; 3 — (11 a 30) defeitos; 4 — (acima de 30 defeitos) por campo visual

Solugao Vazao Tensdo Distdncia Aspecto da
(mL) (kV) (cm) membrana
D PLA 16%/PEO12%/NYS 1,20 15 15 1

Fonte: Autoria propria

O aumento da concentracdo da solugcao polimérica através do aumento da
concentragdo de poli(6xido de etileno) possibilitou a obtengdo de sistemas sem
defeitos e com fibras aparentemente uniformes na microscopia ética. Este sistema foi
definido como o sistema ideal na fase de desenvolvimento e foi utilizado em todas as

demais etapas do estudo.

5.5 Caracterizagao Morfolégica das Membranas

5.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fibras obtidas através da eletrofiagao de PLA puro normalmente tem formato
circular homogéneo, porém outros estudos revelaram que as fibras podem apresentar-
se no formato de fita e morfologias de corddes, geralmente causado pela aglomeracao
de fibras apds a evaporacéao do solvente. Além disso, a eletrofiagcdo pode proporcionar
a formacéo de fibras porosas também causados pela evaporagao do solvente ou pela
umidade do ambiente, visto que quanto mais alta a umidade, maior a quantidade e
tamanho de poros produzidos (FRENOT; CHRONAKIS, 2003; UNILA, 2007; AMIRAH
MD ZUBIR et al., 2020).
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Para prever as propriedades biologicas das membranas produzidas, é
necessario estudar suas microestruturas. As imagens de MEV mostraram a superficie
das fibras e o didametro médio foi calculado.

Tendo em vista as etapas preliminares de parametrizagdo do processo de
eletrofiagéo, foram selecionadas as membranas eletrofiadas com parametros fixos de
vazédo (1,20 mL), tensdo (15 kV) e distancia entre agulha e coletor 15 cm, ja
estabelecidos através da microscopia 6tica, para entdo confirmar a influéncia da
concentracdo da solugao polimérica na formacdo e no didmetro das fibras. As
membranas selecionadas para MEV estdo descritas na Tabela 16 e os resultados
obtidos quanto ao aspecto da membrana e didametro das fibras, na Tabela 17 e Figuras
31, 32, 33 e 34.

Tabela 16 - Membranas selecionadas para analise de MEV — A (10% PLA), B (12 % PLA), C
14 % PLA), D (16% PLA)

Concentragao Distancia agulha/coletor Tenséao Vazao
2 PLA A 15 cm 15 kV 1,20 mL
5 PLAB 15 cm 15 kV 1,20 mL
8 PLAC 15 cm 15 kV 1,20 mL
11 PLA A/PEO 15 cm 15 kV 1,20 mL
14 PLA B/PEO 15 cm 15 kV 1,20 mL
17 PLA C/PEO 15 cm 15 kV 1,20 mL
20 PLA A/PEO/NYS 15 cm 15 kV 1,20 mL
23 PLA B/PEO/NYS 15 cm 15 kV 1,20 mL
26 PLA C/PEO/NYS 15 cm 15 kV 1,20 mL
28 PLAD 15 cm 15 kV 1,20 mL
29 PLA D/PEO 15 cm 15 kV 1,20 mL
30 PLA D/PEO/NYS 15 cm 15 kV 1,20 mL

Fonte: Autoria propria

Tabela 17 - Aspecto e diametro médio das fibras das membranas eletrofiadas

Concentracao Aspecto da Membrana Diametro médio  Desvio
das fibras (nm) Padrao
2 PLAA N&o formou fibra - -
5 PLAB Defeitos 122 35
8 PLAC N&o formou fibra - -
11 PLA A/PEO Lisa e defeitos 253 77
14 PLAB/PEO Poros e defeitos 516 230
17 PLA C/PEO Defeitos 245 85
20 PLA A/PEO/NYS Defeitos 637 230
23 PLAB/PEO/NYS Poros e sem defeitos 587 244
26 PLA C/PEO/NYS Lisa e homogénea 400 137
28 PLAD Lisa e defeitos 229 50
29 PLAD/PEO Lisa e homogénea 640 220
30 PLAD/PEO/NYS 16:10 Lisa e Homogénea 922 584
31 PLA D/PEO/NYS 16:12 Lisa e Homogénea 420 104

Fonte: Autoria propria
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Os resultados obtidos demonstraram que o0 aumento da viscosidade da solugao
permitiu a obtengédo de fibras sem defeitos e mais homogéneas, corroborando com
estudos de ZENG, 2003 e SOFI, 2020, onde variagdes morfolégicas nas fibras podem

ser o resultado de modificagdes na viscosidade da solugéo polimérica.

Figura 31 — Imagem de MEV histograas das membranas eletrofiadas n° 5, 11, 14 e 17
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Figura 32 —

Imagens de MEV e histogramas das membranas eletrofiadas n° 20, 23, 26 e 28
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mas das membranas eletrofiadas n°® 29 e 30

2

Figura 33 - Imagens de MEV e histog‘rg

-----

Histograma
,,,,, g
o
o
[
O
3
o
o
w
332,50 502,67 672,84 8421 101211 118213 135215 152216
Diametro das Fibras (nm)
Histograma
60
50
€ w
K]
2 30
@
=
g 2
w
10
0 I | oo |
275,71 7151 1165,18 1595,20 203524 247529
Diametro das Fibras (nm)

10kv  X5,000 S5um

Fonte: Autoria propria

Figura 34 - Imagens das membranas com defeitos n° 2 e 8

5

Fnte: Autoria prépria |

As membranas 29 e 30 (Figura 33), concentracédo de PLA/PEO (16:10) e
PLA/PEO/NYS (16:10) respectivamente, apresentaram aspecto liso e eletrofiaram
livres de defeitos ao longo da formagao das fibras, porém verifica-se o aumento
significativo do didmetro médio das fibras. Este fato pode ser justificado pelo aumento
da viscosidade da solugao, devido ao aumento da concentragdo do PLA e da adigao

de nistatina, e das forgas viscoelasticas que reduzem o alongamento do jato durante
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o estiramento e favorecem o emaranhamento das cadeias poliméricas. As membranas
n° 2 e 8 (Figura 34) apresentaram uma quantidade muito elevada de defeitos e ndo
foi possivel avaliar o didametro das poucas fibras obtidas.

As fibras obtidas nas membranas n° 14 e 23 apresentaram-se porosas, efeito
que pode ser observado quando a eletrofiagdo € realizada em ambiente com alta
umidade e a solucdo composta de polimeros hidrofilicos. Um outro fator que pode
ocasionar a formagao de poros nas fibras € a distancia pequena (menor que 10 cm)
entre a agulha e o coletor. Considerando que no experimento realizado, a distancia
entre agulha e o coletor foi mantida constante em todos os ensaios, presume-se que
a umidade relativa do ar tenha exercido efeitos sobre eletrofiacdo. A umidade tem sido
associada a criagao/supressao de defeitos na forma de gotas, bem como a formagéao
de superficies porosas em fibras, porém o controle deste parametro é extremamente
dificil, dadas as condi¢des climaticas variaveis em ambientes laboratoriais, o que torna
os estudos de dificil reprodu¢cao (DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020).

O aumento do didmetro das fibras pode estar relacionado também com a
diminuicdo da condutividade da solucdo, pois apesar da formacao de defeitos, as
fiboras da membrana n°® 5 apresentaram menor didmetro médio. Verificou-se em
ensaios anteriores que solucbes de PLA apresentam valores maiores de
condutividade elétrica e essa consequentemente, favorece a formacgao de fibras com
diametros menores.

A membrana 31 (Figura 35) foi selecionada como membrana de trabalho e a
partir dela foram realizados os demais ensaios do estudo. A escolha baseou-se nas
avaliagbes preliminares e nos resultados satisfatérios encontrados através da
microscopia eletrbnica. A membrana 31 foi desenvolvida visando melhor
mucoadesividade do sistema, desta forma, optou-se pelo aumento da concentragao
de poli(6xido de etileno), porém, houve elevagdo da viscosidade da solugdo e
consequentemente, aumento no didmetro das fibras. Contudo, a membrana
apresentou-se com aspecto liso, homogéneo, sem presenca de defeitos, com
diametro médio das fibras de 420 nm, o que resultou em uma membrana
microestruturada que permitiu a incorporagao do farmaco através do processamento

realizado.
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Figura 35 - Imagens da membrana selecionada para sequéncia de estudos— membrana 31
PLA/PEO/NYS — 16%:12%:1200.00 Ul)
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Fonte: Autoria propria

Cabe destacar que o didametro médio das fibras € considerado fator importante
na cinética de liberagao de farmacos, uma vez que se relaciona com a area superficial
das fibras. De acordo com Chen et al. (2019) e Li et al. (2020) as fibras obtidas a partir
do polimero PLA com menores diametros favorecem o acumulo do farmaco na
superficie e o efeito burst e didametros ligeiramente maiores podem ser capazes de
manter a liberagdo mais estavel. Neste sentido, as fibras obtidas apresentaram-se em
sua grande maioria na escala micrométrica e muito préximas da escala nanométrica,
0 que se pode considerar o sistema promissor para liberagao local da nistatina da

formulacgéo.

5.6 Caracterizagao Térmica das Membranas

5.6.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial pode ser definida como uma técnica que
mede as temperaturas e o fluxo de calor associados com as transigcdes dos materiais
em funcdo da temperatura e do tempo. Estas medidas fornecem informagodes
qualitativas e quantitativas sobre mudancgas fisicas e quimicas que envolvem
processos endotérmicos, exotérmicos ou mudanga de capacidade calorifica
(DRZEZDZON et al., 2019).
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Na Figura 36 sao apresentadas as curvas de DSC do PLA matéria-prima, PEO
matéria-prima, NYS matéria-prima e da membrana eletrofiada. Para os polimeros foi
realizado ciclos de aquecimento, resfriamento e segundo ciclo de aquecimento, de

modo a avaliar a apagar o histérico térmico do processo.

Figura 36 - Curva de DSC NYS (matéria-prima), PEO (matéria-prima), PLA (matéria-prima) e
membrana PLA/PEO/NYS
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Fonte: Autoria prépria

A amostra de NYS apresenta um evento endotérmico, largo em 179,29 °C,
valor que corresponde a temperatura de fusdo da nistatina. O pico largo mostra que a
nistatina € composta por uma mistura de NYS A1, A2 e A3. Contudo, a presenca de
um unico pico evidencia a prevaléncia do composto (A1), normalmente o mais
abundante na mistura (KONELL, 2014). Observa-se também um evento endotérmico

em 106,98 ° que pode estar relacionado com polimorfismo da amostra.
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Para o PEO puro, observa-se no primeiro aquecimento uma transigao
endotérmica em 64,33 °C relacionada a temperatura de fus&o do polimero (em torno
de 70 °C). Em 37,91 °C observa-se um pico de cristalizagdo no resfriamento. Para o
PLA puro, observa-se a Tg em 65,37 °C, a Tm entre 157,80 °C, valores dentro das
faixas tipicas reportadas para o PLA de Ty, entre 50 e 80 °C, e de Tm, entre 130 a 180
°C. A Ty indica a transi¢do onde se inicia o0 movimento de seguimentos de cadeias
poliméricas, a passagem de um estado vitreo para um estado mais flexivel e menos
ordenado, é uma transicdo de segunda ordem, portanto se manifesta como uma
alteracdo da linha de base das curvas de DSC (CANEVAROLO JR., 2004). No
resfriamento, ndo é observada cristalizacdo indicando a caracteristica amorfa do
polimero, sendo que no segundo aquecimento o pico de fusdo é praticamente
imperceptivel.

A curva do primeiro aquecimento obtida por DSC da membrana PLA/PEO/NYS,
verifica-se pico endotérmico relativo a fusdo do PEO em torno de 56,24 °C, um evento
em torno de 80 °C referente Tq do PLA e em aproximadamente 158 °C tem-se o pico
referente a fusdo do PLA. Em aproximadamente 170 °C tem-se um evento referente
a fusdo da nistatina que ocorre em temperatura menor no sistema eletrofiado quando
comparada a temperatura da nistatina pura. A nistatina contida na membrana
apresentou pico endotérmico diminuido para aproximadamente 170 °C, e o
deslocamento pode estar relacionado com a transformacgéo parcial da NYS para a
forma amorfa, ou a interagdo quimica entre os componentes da formulagao (KONELL,
2014).

O PLA é um polimero de cristalizacao lenta e a temperatura de transi¢ao vitrea
encontra-se acima da temperatura ambiente. Destefano, Khan e Tabada (2020)
relatam em seus estudos que fibras eletrofiadas de solugdo de PLA geralmente
exibem um pico de cristalizacdo a frio por meio de analise DSC, bem como uma
separagcao de dois picos perto do ponto de fusdo, que da origem a diferentes
estruturas cristalinas: a, estrutura com morfologia de cadeia lamelar e B, estrutura com
morfologia fibrilar, conforme observa-se no segundo aquecimento para a membrana
PLA/PEO/NYS.

As propriedades térmicas de PEO e PLA sdo muito diferentes individualmente,
uma vez que PEO com massa molar de 100.000 g/mol tem um ponto de fusdo de 66
°C e a temperatura de transicao vitrea cerca de 65 °C. De acordo com a literatura, a
mistura de PEO com PLA tende a reduzir a temperatura de transigao vitrea, mas
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também diminuir a temperatura fusdo de PLA, porém, este fato ndo foi observado nas
curvas de DSC realizadas, provavelmente pela baixa concentracdo de PEO
adicionada em relacdo a massa de PLA na formulacéo.

PLA e PEO sao polimeros semicristalinos, cuja cristalinidade pode ser
estimada a partir de sua entalpia de fusdo. A avaliacdo da miscibilidade de PLA e PEO
analisando os valores de T4 das misturas de polimero nao foi possivel de ser realizada,
uma vez que existe uma sobreposi¢cao consideravel entre a Tgde PLA e a T de PEO,
tornando a medi¢ao quantitativa dificil. No entanto, pesquisas mostram uma tendéncia
decrescente de Ty de PLA, ndo observada neste estudo, indicando que com o
aumento do teor de PEO quando adicionado como segundo polimero em

concentragdes acima de 10%, pode agir como um plastificante para o PLA.

5.6.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € a técnica termoanalitica que acompanha a
variagdo da massa da amostra, em fungao da programacao de temperatura. A técnica
consiste em aplicar calor ao material a uma razdo constante de aquecimento e sua
massa € monitorada ao longo do processo, com o auxilio de balanga de alta precisao.
Permite quantificar a degradacéao através da variagdo de massa ao longo do processo
de aquecimento do material.

Para determinar a estabilidade térmica das membranas produzidas, foram
realizadas analises de TGA em amostras de PLA em granulo, PEO matéria-prima,

NYS matéria-prima e da membrana eletrofiada (Figura 37).
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Figura 37 - Curva de TGA/DTGA de PLA, PEO, NYS e membrana PLA/PEO/NYS
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Fonte: Autoria propria

Através da analise da curva termografica de TGA e DTGA para amostras de
PEO, PLA, Nistatina e membrana de PLA/PEO/NYS, observou-se que os valores de
decomposicao térmica apresentam intervalos de decomposicéao entre 330 a 403 °C
para PLA em granulo. Para o PEO observam-se estagios de perda de massa
correspondente a sua desidratacao que se inicia em 90 °C devido a presenca de agua
por ser um polimero hidrofilico, com pico maximo em 440 °C e perda de massa de
cerca de 98% nesse intervalo.

A perda de massa de NYS ocorreu de forma gradual em mais de uma etapa de
degradacao, o que pode ser justificado pela sua composicdo ser de uma mistura dos
compostos A1, A2 e A3. A desidratacao inicia em 90 °C com a primeira etapa, que
pode estar relacionada a agua por se tratar de um farmaco higroscopico. Apés a perda
de agua residual, a curva apresenta dois eventos principais de decomposi¢ao no
intervalo analisado, o primeiro na regiao entre 178 °C e 186 °C e o segundo, uma
etapa ndo muito bem definida, mas que compreende a regido entre 200 °C e 580 °C.
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O perfil obtido de perda de massa em fungao da temperatura obtido para nistatina é
semelhante ao resultado obtido por Brescansin (2006) e Konell (2014).

Para a membrana eletrofiada, a perda de massa dos componentes ocorreu de
forma gradual em mais de uma etapa de degradacéo, iniciando em 297 °C com a
primeira etapa, e a segunda etapa em aproximadamente 370 °C e apresentou
variagao de massa em torno de 97% neste intervalo. O perfil obtido de perda de massa
em funcdo do aumento da temperatura obtido para a membrana PLA/PEO/NYS é
semelhante aos resultados obtidos na literatura (AYDOGDU; SUMNU; SAHIN, 2018).

5.7 Caracterizagdao Quimica das Membranas

5.7.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho fornece informacdes diretas sobre o
comportamento vibracional das moléculas de uma substancia. A importancia da
técnica estda no fato de que cada substancia possui um conjunto especifico de
estiramentos que a identifica (BIONANOCOMPOSITES, 2018).

Neste estudo, a espectroscopia de infravermelho foi realizada com intuito de
identificar a presenca de nistatina na membrana preparada por eletrofiacdo e estudar
a interacado dos grupos quimicos da nistatina, do PEO e do PLA apds o processo de

eletrofiacdo. As Figuras 38 a 42 mostram os espectros de FTIR obtidos.
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Figura 38 - Espectro FTIR PLA (matéria-prima), NYS (matéria-prima), PEO (matéria-prima) e

Membrana NYS/PEO/PLA (16:12)
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Tabela 18 mostra as bandas relacionadas ao PLA, PEO, NYS e das

membranas eletrofiadas de PLA, PLA/PEO e PLA/PEO/NYS.
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Tabela 18 - Espectros FTIR: PLA (matéria-prima); PEO (matéria prima); NYS (matéria-prima);
membrana eletrofiada PLA/PEO/NYS

PLA PEO NYS PLA/PEO/NYS Modo vibracional
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

3500 3354 Estiramento NH, OH
2995 2947 Estiramento assimétrico de CH2
2928 Estiramento assimétrico de CH2
2947 2880 Alongamento C—H e bandas CH2
2743 Alongamento C—H e bandas CH2
2695 Alongamento C—H e bandas CH2
1751 Estiramento carbonila C=0
1747 Estiramento carbonila/Lactona C=0O
1658 Estiramento carbonila C=0
1708 Lactona
1456 Hibridizagdo sp3 do grupo CH3
1438 Hibridizagdo sp3 do grupo CH3
1467 Hibridizagdo sp3 do grupo CH3
1452 Hibridizagdo sp3 do grupo CH3
1396 Deformagéo simétrica de CH3
1380 Deformagéo simétrica de CH3
1385 Deformagéo simétrica de C-H
1360 Torgédo CH2 e CH2
1320 Torgédo CH2 e CH2
1292 Estiramento C-O
1183 Estiramento C-O
1209 1059 Estiramento C-O-C
1174 Estiramento C-O
1182 Estiramento C-O
1126 Estiramento C-O
1127 Estiramento C-O-C
1086 Estiramento C-O
1086 Estiramento C-O
1066 Estiramento simétrico de CH3
1041 1000 Estiramento simétrico de CH3
960 Vibragao de balango CH2
918 951 Vibragao de balango CH2
883 Vibragao de balango CH2
870 867 Estiramento fase cristalina C-C
847 Duplas ligagdes CH=CH
687 841 Vibragao de balango CH2
795 Vibragao de balango CH2
754 Vibragao de balango CH2

Fonte: Autoria prépria

As absorcbes caracteristicas do PLA sao trés fortes bandas devidas a
vibracdes do grupo C-CO-O-C. Sao, respectivamente, a banda relativa ao estiramento
do C=0 em 1751 cm™', a banda do estiramento assimétrico do C-O em 1182 cm™ e
em 1086 cm™" ao estiramento simétrico C-O-C. A presenga de uma banda intensa na
regido 3500-3000 cm" (estiramento do grupamento O-H) é um indicativo presenga de
agua no PLA (CHOKSI; DESAI, 2017).

Para o PEO, as absorg¢des caracteristicas sdo uma banda larga e intensa

devido aos grupos hidroxila terminais da cadeia associados por liga¢des de hidrogénio
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(2880 cm'), e uma banda intensa em 1092 cm-' referente ao estiramento assimétrico
C-O-C (ALAKRACH et al., 2018).

O espectro e as bandas caracteristicas da NYS sdo encontrados em 847 cm"'’
relativos as duplas ligagdes CH=CH, 1066 cm' devido a estiramento simétrico de CHj,
1708 cm™! pela lactona, 2928 cm™' devido ao estiramento assimétrico de CH2 e 3354
cm™ o estiramento NH - OH (STEFANOVIC et al.; 2013; KONELL, 2014).

08 uma vez que ocorreram deslocamentos e desaparecimento de alguns
estiramentos na faixa de 2947 cm™' referente a alongamento C-H e banda CH; do
PEO; o estiramento 2991 cm™ relacionado ao estiramento assimétrico de CH: da
nistatina e estiramento em 1747 cm' referente ao grupo lactona. Estas interagoes
podem ocorrer em ligagbes de hidrogénio que envolvem varios grupamentos
(CHOKSI; DESALI, 2017).

Contudo, o FTIR das membranas produzidas mostrou a manutencido da maior
parte das bandas caracteristicas das matérias-primas. A auséncia de bandas novas
nos espectros mostra que a interacdo entre os componentes dos filmes é pontual e

nao ha formacao de novas espécies quimicas.

5.8 Caracterizagao Superficial das Membranas

5.8.1 Medidas de Angulo de Contato

A interacao entre uma superficie e um determinado liquido pode ser estudada
através da medida do chamado angulo de contato, definido como o adngulo entre um
plano tangente a uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido
se encontra depositado (YANG et al.,, 2020). Através das medidas de angulo de
contato entre uma gota liquida e a superficie de um material soélido & possivel
investigar propriedades como molhabilidade ou o carater hidrofilico/hidrofébico por
meio da interacao da superficie do sélido e do liquido. Quando um liquido polar se
deposita completamente sobre a superficie solida, quase sempre apresenta um
angulo de contato entre zero e 30°, neste caso o material € considerado hidrofilico e
super hidrofilico. Porém, se o liquido polar ndo se depositar completamente,
apresentara angulos de contato maiores, podendo chegar até 180° e neste caso, o
material € considerado hidrofébico ou super hidrofébico (Figura 39) (SHARIFI et al.,
2020).
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Figura 39 - Representagdo esquematica da formagao de angulo de contato para materiais
hidrofilicos e hidrofébicos

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2020)

O Gréfico 2 e a Figura 40 mostram os angulos de contato das membranas
eletrofiadas de PLA, PLA/PEO e PLA/PEO/NYS obtidos para estudo da molhabilidade.
A membrana de PLA apresentou angulo de contato de 146°, membrana de PLA/PEO

angulo de 127° e PLA/PEO/NYS (16:10) e PLA/PEO/NYS (16:12) angulos de 128° e
121°, respectivamente.

Gréafico 2 - Angulos de contato das Membranas PLA, PLA/PEO e PLA/PEQ/NYS (16:10) e
(16:12)
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Fonte: Autoria propria
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Figura 40 - Molhabilidade das membranas eletrofiadas: a — PLA; b — PLA/PEO; c
PLA/PEO/NYS (16:10 m/m); d — PLA/PEO/NYS (16:12 m/m)

Membrana Angulo de Contato (°) Imagem
a
b
PLA/PEO (16:10) 127 n
C
PLA/PEO/NYS (16:10) 128 g
PLA/PEO/NYS (16:12) 121 d

Fonte: Autoria propria

Com base nos resultados obtidos, observa-se que as membranas de PLA
apresentam um carater hidrofébico, estando esses resultados de acordo com aqueles
apresentados na literatura por SHARIFI et al. (2020), que reportou angulo de contato
para o PLA (filme) de cerca 100° £ 1. O angulo de contato de uma gota na membrana
eletrofiadas depende da energia da superficie do material e da tensao superficial do
liquido, micro/nanofibras de PLA possuem carater hidrofébico e seu angulo de contato
pode variar de acordo com a concentragao do polimero.

A adigdo de PEO na solugdo em concentragédo de 10% (m/m) e 12% (m/m)
promoveu um decaimento de angulo de 19° e 25° respectivamente, aumentando a
hidrofilicidade da formulagao. O (poli)oxido de etileno é soluvel em agua e caracteriza-
se como uma substancia hidrofilica, sendo que a presenca de grupos hidroxila ao final
da cadeia polimérica pode melhorar parcialmente a absor¢ao de agua da superficie
das fiboras (MORADKHANNEJHAD et al., 2020).

A adicdo do farmaco nistatina a formulagdo nao apresentou diferenga

significativa no valor de angulo de contato, o que pode ser considerado um resultado
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favoravel, tendo em vista o carater também hidrofébico do mesmo. As membranas
eletrofiadas PLA/PEO/NYS (16:10 e 16:12), entretanto, permaneceram com carater
hidrofobico, o que pode ser um fator relevante nos estudos futuros de dissolugao e
liberacdo do farmaco, uma vez que a cinética de liberagdo se relaciona com a
hidrofilicidade da matriz polimérica. Matrizes hidrossoluveis possibilitam o
desenvolvimento de sistemas de dissolucéo rapida, enquanto que a combinagao de
polimeros com caracteristicas quimicas diferentes pode possibilitar a liberagcao
controlada do ativo (DEEPAK; GOYAL; RATH, 2018).

5.9 Caracterizagao Fisico-Quimica

5.9.1 Intumescimento

As propriedades hidrofilicas das membranas eletrofiadas também foram
estudadas por medidas de grau de intumescimento em fungdo do tempo. O
intumescimento é descrito como 0 aumento do volume do polimero quando este esta
imerso em determinado nao solvente ou também pode ser determinado a partir da
quantidade da massa de fluido absorvida pelo polimero em relacdo a sua massa
inicial, ou seja, determina a absor¢cdo maxima de agua que a membrana pode
comportar. Inicialmente optou-se por avaliar o intumescimento em aguaem 0,5, 1,5 e

3 minutos e os resultados obtidos estao apresentados no Quadro 8.

Quadro 8 - Grau de Intumescimento (%) em 0,5, 1,5 e 3 minutos das membranas eletrofiadas
PLA/PEO (16:10); PLA/PEO/NYS (16:10); PLA/PEO/NYS (16:12)
0,5 1,5 3

PLA/PEO (16:10)

542,06 + 0,0093

566,66 + 0,0093

569,04 + 0,0094

PLA/PEO/NYS
(16:10)

450,22 + 0,0071

459,72 £0,0213

461,53 £ 0,0068

PLA/PEO/NYS

471,83 £ 0,0081

487,35 £ 0,0082

489,65 £ 0,0081

(16:12)
Fonte: Autoria prépria

Nos primeiros segundos do experimento, observou-se que o grau de
intumescimento € maior na membrana de PLA/PEO (16:10), seguido da membrana
PLA/PEO/NYS (16:12) e menor na membrana eletrofiada PLA/PEO/NYS (16:10).
Observou-se que apdés 3 minutos o perfil de intumescimento apresentou pequeno

aumento percentual de peso em relagdo a massa inicial. Com o intuito de determinar
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o tempo necessario para estabilizar o processo de intumescimento realizou-se novo

experimento em 5, 15, 30, 60 e 90 minutos (Quadro 9).

Quadro 9 - Grau de Intumescimento (%) em 5, 15, 30, 60 e, 90 minutos das membranas

eletrofiadas A - PLA/PEO (16:10); B — PLA/PEO/NYS (16:10); C — PLA/PEO/NYS (16:12)
5 DV 15 DV 30 DV 60 DV 90’ DV

PLA/PEO (16:10) 439,63 | 0,0073 | 443,69 | 0,0071 | 444,59 | 0,0071 | 443,69 | 0,0070 | 444,59 | 0,0069

PLA/PEO/NYS (16:10) 401,98 | 0,0066 | 410,32 | 0,0064 | 409,92 | 0,0065 | 410,71 | 0,0065 | 411,11 | 0,0065

PLA/PEO/NYS (16:12) 451,57 | 0,0021 | 459,84 | 0,0025 | 461,87 | 0,0026 | 460,12 | 0,0022 | 462,88 | 0,0021

Fonte: Autoria propria

Os resultados obtidos apds 5 minutos demonstraram ainda, pequeno aumento
percentual de peso em relagdo a massa inicial, porém, a solvatacédo pelas moléculas
de agua foi um processo que ocorreu rapidamente, tornando o intumescimento estavel
ap6s 15 minutos. Ao analisar os graficos 3 e 4, foi observado que inicialmente o
intumescimento ocorre de forma mais rapida na membrana PLA/PEO (16:10) sem o
ativo nistatina. Este fato pode ser justificado uma vez que a nistatina € um farmaco
insoluvel em agua, o que pode prejudicar o processo de absor¢gdo de agua pela
membrana. Contudo, observa-se que com o passar do tempo, a membrana
PLA/PEO/NYS (16:12) apresentou maior grau de intumescimento, devido as
caracteristicas hidrofilicas do poli(éxido) de etileno.

Contudo, observa-se que as diferengas entre os valores de grau de
intumescimento sao pequenas entre as amostras, de forma que a hidrofobicidade da
cadeia do PLA néo interferiu significativamente na absorcdo de agua pelas
membranas e destaca-se a grande capacidade de absorgdo dos sistemas, uma vez
que, alcangaram valores significativos de intumescimento que variaram de 400 a 570
%.
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Grafico 3 - Perfil de intumescimento em 0,5, 1,5 e 3 minutos
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Fonte: Autoria propria

Grafico 4 - Perfil de intumescimento em 5, 15, 30, 60 e 90 minutos
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Fonte: Autoria prépria

O intumescimento € uma importante caracteristica em sistemas poliméricos
para administracao de farmacos, pois exerce efeito sobre a cinética de liberagao do
ativo incorporado a membrana. Também pode-se mencionar que o intumescimento
esta diretamente relacionado com a mucoadesividade, uma vez que os grupamentos
responsaveis pelas ligagdes adesivas s&do expostos na absor¢cdo do meio
(ANDRETTO et al., 2021). Os sistemas desenvolvidos apresentaram alto grau de

intumescimento e este fato pode estar relacionado ao aumento da concentragao de
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PEO na formulagdo, que aumenta a hidrofilicidade da membrana, favorecendo a
entrada de agua.

Além disso, € necessario mencionar a importancia da técnica de eletrofiagao
para obtencdo do sistema, uma vez que possibilita a formacdo de fibras
submicrométicas, o que aumenta a area superficial, devido a sua estrutura,
propiciando elevada superficie de contato da fibora com o meio externo, quando
comparadas a filmes tradicionais, ou seja, em um mesmo volume, as fibras abrangem
uma area muito maior, o que favorece a absorg¢ao da agua (SOFI et al., 2020).

Até o presente momento ndo existem estudos sobre intumescimento de PLA e
PEO, porém os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que apesar de
higroscépico, o PLA n&o interfere no intumescimento do sistema e o aumento da
concentracdo de PEO, pode ser considerado um fator chave para a obtencido de

sistema ideal para a liberag¢ao da nistatina.

5.10 Teste de Bioadesao in vitro das Membranas

A mucoadesao é um processo complexo e varias teorias buscam explicar os
fendbmenos envolvidos. Contudo, as teorias mais aceitas sdo as fundamentadas na
termodinamica de energia de superficie e difusdo interpenetracdo (NISTA, 2012).

Estudos sobre a obtencao de sistemas poliméricos mucoadesivos preparados
por eletrofiagdo tem aumentado significativamente nos ultimos anos, apesar da sua
complexidade. Os biopolimeros, na sua grande maioria, apresentam limitada
solubilidade em solventes organicos e dificuldade no emaranhamento das cadeias
poliméricas devido a rigidez e tamanho destas (MOUTSATSOU; COOPMAN;
GEORGIADOU, 2017).

Estudos vem demonstrando que a utilizacdo de um polimero auxiliar, também
mucoadesivo, que diminua a condutividade da solugéo e possibilite 0 emaranhamento
das cadeias poliméricas, pode melhorar as condigdes de eletrofiagdo. Kazsoki et al.
(2017) produziram nanofibras com cloridrato de papaverina para administracao bucal
com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral do farmaco cristalino. A
hidroxipropilcelulose (HPC) foi escolhida como polimero mucoadesivo e para melhorar
o processo de eletrofiacdo do HPC, foi utilizado o também mucoadesivo poli(alcool
vinilico) (PVA).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydroxypropyl-cellulose
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Em outro trabalho, desenvolvido por Mann et al. (2022), foram preparadas
membranas poliméricas biocompativeis para a liberacdo de venlafaxina através da
mucosa oral. Foram utilizados os polimeros  poli(alcool  vinilico)
(PVA), carboximetilcelulose e alginato de sodio visando a administragdo sustentada
do farmaco na forma de adesivos bucais.

No estudo de Zhao et al. (2022), empregou-se a tecnologia da eletrofiagcao para
preparar filmes orais mucoadesivos de besilato de amlodipina, utilizando como
polimeros poli (6xido de etileno) e carboximetilcelulose e goma curdlana.

Neste estudo, a capacidade de eletrofiacdo e mucoadesividade da formulacao
foi melhorada através da introdugao de poli(6xido) de etileno e a bioadeséo foi testada
através da analise de mucoadesdo em um analisador de textura, utilizando-se mucosa
oral suina e discos de mucina como superficie de mucoadesao.

No ensaio com discos de mucina utilizando-se a sonda do analisador de textura
com 3 cm de didmetro ndo foi possivel medir a forca de destacamento, fato este que
pode ser justificado pela estrutura multicamadas das membranas de nanofibras,
formada pela deposicdo continua de fibras no coletor de forma aleatéria. Esta
conformagao tridimensional da membrana eletrofiada contribui para a baixa
compactacao entre as camadas de nanofibras, promovendo o destacamento das
camadas mais superficiais no momento do distanciamento da sonda durante o teste
(Figura 41). Contudo, observou-se que a membrana permanece aderida aos discos

de mucina, que simulam a mucosa oral.

Figura 41 - Membrana PLA/PEO/NYS aderida ao final do teste de Forga de destacamento

Fonte: Autoria prépria


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carboxymethylcellulose
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Optou-se por realizar novo ensaio em equipamento analisador de textura com
sonda de 1 cm de diametro, no intuito de diminuir a superficie de contato entre a
membrana eletrofiada e o equipamento, visando avaliar a forca de destacamento.
Nesta etapa foram utilizadas como superficie de mucoadesao discos de mucina e
mucosa de bochecha suina. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 19.
Conforme os dados apresentados na Tabela 19, notou-se que os valores de forca e
de trabalho mucoadesivo mostraram-se maiores no ensaio com a mucosa suina, o
que demonstra maior interacdo por forcas de atracdo da formulacdo com esta
superficie mucoadesiva.

De acordo com os estudos de Peddapalli et al. (2018), a forca mucoadesiva
quando varia de 0,30 a 0,52 N, indica que a formulagao deve aderir adequadamente
a mucosa bucal. Os resultados obtidos mostram que como proposto no trabalho, as
membranas eletrofiadas apresentam performance de mucoadesao dentro dos limites
estabelecidos para outros dispositivos encontrados na literatura e preparados por

outras técnicas.

Tabela 19 - Valores médios para for¢ga de destacamento e trabalho de mucoadesao (n=6) para
membrana eletrofiadas PLA/PEO/NYS

Forca Distancia Trabalho- Desvio-
(N) (mm) Mucoadesividade padrao
(mN.s)
Discos de 0,0392 6,55 0,2092 0,0392
mucina
Mucosa suina 0,0832 3,40 0,3232 0,0287

Fonte: Autoria propria

Os discos de mucina e a mucosa suina foram utilizados nos ensaios para
simular o muco, camada protetora composta por agua, enzimas, eletrdlitos,
glicoproteinas e mucinas. As mucinas sao uma colegcédo de proteinas glicosiladas e
sdo os principais componentes formadores de gel do muco, responsaveis por sua
viscoelasticidade (FRIEDL et al., 2022).

Em pH fisiolégico, a mucosa carrega uma carga liquida negativa, formando um
gel coeso que se liga a superficie epitelial bucal. Acredita-se que essa natureza
gelatinosa facilite a adesao de sistemas mucoadesivos de administracdo de farmacos
e a subsequente liberacdo dos mesmos através da membrana bucal (MANN et al.,
2022).

A bioadeséo é considerado um teste dindmico, uma vez que forga de tracao é

aplicada sobre a amostra com o objetivo de simular condi¢ées da cavidade bucal. A
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forga de destacamento € dependente da formagéao de ligagdes de hidrogénio entre os
grupamentos funcionais do polimero e o muco (NISTA; BETTINI; MEI, 2015).

Polimeros mucoadesivos e suas concentracées dentro de uma formulacao de
filme mucoadesivo podem influenciar diretamente a avaliagado da forca mucoadesiva,
tempo de residéncia bucal e liberagcao de farmacos. Devido as altas temperaturas de
transicédo vitrea dos polimeros mucoadesivos. Estudos mostram que a inclusdo de
plastificantes nas formulacdes de filmes mucoadesivos podem ser uma alternativa
para melhorar as propriedades mecanicas da forma farmacéutica (ZHAO et al., 2022).

Contudo, neste estudo, a inclusdo de poli(6xido de etileno) permitiu o preparo
de membrana eletrofiada sem o uso de plastificantes, aumentando a hidrofilicidade do
sistema, indicado condi¢cdes favoraveis para o carreamento do farmaco. Cabe
ressaltar que, em sua maioria, os polidis sdo compostos osmoticamente positivos, o
que pode resultar em um aumento da absorgéo de agua da saliva, porém se usado
em excesso, pode causar xerostomia e aumentar a viscosidade salivar (DRZEZDZON
et al., 2019).

Por fim, o processo de mucoadesao também depende de uma combinacao de
fatores poliméricos, ambientais e fisiologicos e uma combinagdo de modalidades
tedricas de adesido é observada na pratica, sem que nenhuma das teorias atue

isoladamente, algo frequentemente negligenciado na literatura (SHIPP et al., 2022).

5.11 Ensaio de Toxicidade

O teste HET-CAM (teste da membrana corioalantéica do ovo de galinha) € um
teste usado para determinar o potencial irritante de substancias quimicas. No teste,
ovos de galinha incubados sao abertos cuidadosamente no nono dia e a membrana
corioalantéide (CAM) é exposta. As substancias avaliadas sao colocadas diretamente
na membrana CAM exposta e a membrana é inspecionada visualmente através de
um microscopio.

O teste HET-CAM é considerado um método alternativo para predizer o
potencial de irritagao validado pelo European Centre for the Validation of Alternative
Methods (ECVAM) e pode ser usado para avaliar a toxicidade de formulagdes liquidas,
solidas e semi-solidas. De acordo com o estudo de Abdelkader et al. (2015), este teste
também obteve sucesso na avaliagao toxicoldgica de outras formas farmacéuticas,

como microemulsdo, emulsdo e filmes.
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Outra caracteristica fundamental do HET-CAM ¢é o seu baixo custo operacional,
uma vez que se trata de um procedimento simples, que n&o requer alto investimento
(DEROUICHE; ABDENNOUR, 2017). Além disso, possibilita a reduc&o do sofrimento
animal, avaliando parametros igualmente importantes e confiaveis.

Foram usados como controle positivo (Figura 42), solugdo de hidroxido de
sédio 1 mol/L e como controle negativo (Figura 43), cloreto de sodio 0,9 %. Os
resultados obtidos no teste HETCAM para as membranas PLA (16%), PLA/PEO
(16:12) e PLA/PEO/NYS (16:12) estado apresentados na Tabela 20 e Figuras 42, 43,
44.

Figura 42 - Efeitos de irritacdo observados com a Membrana PLA (16%) (n=3)

Tempo Zero 30 segundos 120 segundos 300 segundos
Fonte: Autoria propria

Figura 43 - Efeitos de irritagéo observados com a Membrana PLA/PEO (16:12) (n=3)
™~ ’5/ : ' i

Fa 4 : «d - -
Tempo Zero 30 segundos 120 segundos
Fonte: Autoria propria

Figura 44 - Efeitos de irritacdo observados com a M mbrana PLA/PEO/NYS (16:12) (n=3)

?300 segundos
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Fonte: Autoria prépria

Figura 45 - Controle Negativo (NaCl 0,9 %)
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Fonte: Autoria propria

Figura 46 - Controle Positivo (NaOH 1 mol/L

Fonte: Autoria propria

Tabela 20 - Escores de irritacdo HET-CAM (valores médios, n = 3)

Hemorragia Lise Coagulacao Média de Categoria
Escores
NaCl 0,9 % 0 0 0 0 Nao Irritante
NaOH 1 mol/L 7 5 9 7 Irritante
PLA 0 0 0 0 Nao Irritante
PLA/PEO 0 0 2 0,6 Nao Irritante
PLA/PEO/NYS 0 1 0 0,3 Nao Irritante

Fonte: Autoria prépria

Os controles positivos (NaOH 1 mol/L) induziram hemorragia, lise e
coagulagao, em poucos segundos, portanto, foram classificados como irritantes. O

controle negativo (NaCl 0,9 %) nao causou nenhum evento vascular.



124

Trés tipos de membranas eletrofiadas foram testadas diretamente na CAM e,
com base nos escores estabelecidos por Derouiche e Abdennou (2017), os resultados
da avaliagdo sugerem que ndo ha hemorragia, lise discreta, pontuada no menor
escore para a membrana de PLA/PEO/NYS e coagulacdo leve em uma amostra de
PLA/PEO. As membranas eletrofiadas foram classificadas como nao irritantes, uma
vez que nao foram observados eventos vasculares. Estudos de seguranga sao
obrigatérios para biomateriais, portanto, o teste de potencial de irritagdo pode ser uma
solucado preventiva e uma opcdo conveniente para experimentos pré-clinicos de
seguranca (DANELUTI et al., 2021).

5.12 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

As infecgbes oportunistas em humanos acometidas por Candida albicans e
outras espécies relacionadas podem se manifestar clinicamente desde a candidiase
oral mais comum, até superinfecgdes sistémicas fatais em pacientes com fatores
predisponentes locais, como a mucosite oral (SILVA et al., 2020).

A Candida albicans é a espécie de Candida mais frequente, presentes como
comensal em 26 a 75% dos habitantes saudaveis na auséncia de qualquer lesdo na
cavidade oral, porém, outras espécies foram identificadas como patogénicas para
humanos como a Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida guilliermondii e Candida lusitaniae.

A susceptibilidade dos fungos aos antifungicos pode ser estabelecida através
de diversos testes, entretanto, os mais utilizados sao a microdiluicdo em caldo, a
difusdo em agar e E-test. Neste estudo optou-se pela realizagcédo do teste de difuséo
em agar, pois € uma técnica simples, barata e reprodutivel (SILVA et al., 2016).

O teste de disco-difusao em agar foi descrito em 1966, por Bauer e Kirby. O
teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de suscetibilidade mais
simples, confiavel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O seu principio
basico é a difusdao do antimicrobiano na superficie do agar, a partir de um disco
impregnado com o mesmo antimicrobiano. Também chamado de difusdo em placas,
€ um método fisico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento do microrganismo com a concentracdo da substancia
ensaiada (PINTO, 2013; SHETTY et al., 2022).
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Neste estudo, a avaliagao realizada foi comparativa frente ao controle negativo,
utilizou-se a membrana eletrofiada PLA/PEO (16:12) e a membrana PLA/PEO/NYS
(16:12), em discos de 13 mm de diametro. A zona ou o halo de inibi¢do de crescimento
foi medida partindo-se da circunferéncia do disco até a margem onde houve
crescimento de fungos, conforme Figura 47, tendo sido utilizadas cepas clinicas de C.

albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. Krusei.

Figura 47 - Halos de inibicao formados pela membrana PLA/PEO/NYS (16:12) pelo método
de disco-difusao; A — C. albicans, B — C. glabrata, C — C. tropicalis, D — C. krusei

Fonte: Autoria Propria

E possivel observar nas imagens que os testes em que foram empregadas as
Candida albicans (A), Candida glabrata (B) e Candida tropicalis (C), a execug¢ao da
leitura foi muito simples de ser realizada, diferentemente da leitura com a utilizagéao
da Candida krusei (D), onde os halos se apresentaram tortuosos sem margem

definida, o que tornou a leitura mais dificil.
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Porém, percebeu-se a presenca de halo de inibigdo em todos os testes
realizados, indicando que todas as cepas de Candida apresentaram sensibilidade a
nistatina presente na membrana eletrofiada.

Apods a leitura e mensuragdo dos halos, em milimetros, os resultados foram
comparados com a tabela fornecida pelo fabricante de discos para suscetibilidade a
antimicrobianos (CECON). Os resultados relativos ao tamanho da zona de inibigao
estédo descritos na Tabela 21.

Tabela 21 - Valores de didmetros de zonas de inibicdo (mm) por disco-difuséo, (n=3)

Cepas Presenca de Halo  Zona de inibi¢cao Classificagao Desvio Padrao
Inibidor (mm)
C. albicans (+) 18 Sensivel 0,5773
C. tropicalis (+) 20 Sensivel 0,5773
C. Glabrata (+) 22 Sensivel 0,5773
C. Krusei (+) 16 Sensivel 1,0000

Fonte: Autoria propria

Os resultados aqui encontrados ndao podem ser comparados com estudos
anteriores, uma vez que, nao existem estudos de membranas eletrofiadas com
nistatina na literatura, porém foi adotado o critério interpretativo de sensivel para
fungos que apresentaram zonas de inibicdo = 10 mm de acordo com orientagdes do
fabricante. A membrana eletrofiada com nistatina apresentou sensibilidade contra
todas as cepas de Candida testadas e o desvio padrao extremamente baixo, indicando
proximidade da média.

A nistatina € um farmaco com agao antifungica ja estabelecida e estudos
recentes como o de Rai et al. (2022), onde em uma revisdo sistematica com
metanalise evidenciaram a eficacia da nistatina na remisséao clinica da mucosite oral,
bem como uma reducdo significativa de UFC/mL de espécies de Candida de
dentaduras e superficies palatinas dos pacientes. Porém, a nistatina em sua
formulacdo convencional produz efeitos toxicos que limitam seu uso parenteral,
restringindo-se a aplicagdes superficiais sem efeito residual. Neste sentido, os
resultados obtidos nesta etapa do estudo mostraram os beneficios de filmes
eletrofiados com nistatina, evidenciando a liberagédo do farmaco e, consequentemente,
a agao antimicrobiana.

A difusdo em agar é uma técnica também amplamente empregada para
determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM), porém, neste estudo a CIM
nao foi determinada devido a fatores que podem interferir na difusdo da nistatina no
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meio de cultura, como espessura do agar, posigao da nistatina na fibra eletrofiada e

caracteristicas da blenda polimérica, o que pode gerar resultados ndo confiaveis.

5.13 Determinacao do Teor de Nistatina

5.13.1 Teor de Nistatina contida nas Membranas Eletrofiadas

O teor de nistatina foi realizado para a membrana eletrofiadas PLA/PEO/NYS
(16:12) e o resultado obtido foi de 94,92% (Apéndice 3). O teor maior que 90% indicou

gue a obtencdo da membrana através do processo de eletrofiacao, foi eficiente.

5.14 Avaliagao Piloto in vivo

A norma NBR 5492 de 06/2017 define o termo analise sensorial como a
disciplina usada para evocar, medir, analisar e interpretar reacdes as caracteristicas
de um produto da forma como séo percebidas pelos sentidos da viséo, olfato, gosto,
tato e audicdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017).
Segundo Oliveira, Andrade e Rezende (2022), os métodos sensoriais sdo baseados
em resposta aos estimulos que s&o levados por impulsos nervosos ao cérebro, que
interpreta as sensagdes, cujas dimensdes sao intensidade, extensdo, duracgao,
qualidade e gosto em relagdo ao produto avaliado.

O objetivo final no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas é a
aceitacao por parte dos consumidores, uma vez que a adesao ao tratamento também
esta diretamente relacionada com a comodidade posoldgica, palatabilidade e conforto.
Para tanto, a qualidade do produto deve ser delineada a partir das percepgdes do
consumidor, o que pode ser completamente diferente dos conceitos de qualidade pré-
estabelecidos (LAMOLHA, 2019).

Os testes de analise sensorial sdo comumente divididos em testes
discriminatorios, testes descritivos e testes afetivos. Os testes discriminatérios avaliam
as diferengas entre amostras, os testes descritivos descrevem os componentes ou
parametros sensoriais e medem a intensidade a que s&o percebidos e os testes
afetivos consistem na avaliacdo emocional do avaliador (VIEIRA, 2019).

Os testes afetivos podem ser classificados em testes de preferéncia e teste de

aceitacao por escala heddnica, no qual o individuo expressa o grau de gostar ou de
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desgostar de um determinado produto, de forma globalizada ou em relagdo a um
atributo especifico. As escalas mais utilizadas séo as de 7 e 9 pontos, que contém os
termos definidos situados, por exemplo, entre “gostei muitissimo” e “desgostei
muitissimo” contendo um ponto intermediario com o termo “nem gostei; nem
desgostei” (MEDEIROS; GARRUTI, 2018).

No presente estudo optou-se pela analise sensorial, através de testes afetivos
de aceitacdo por escala hedbnica com 9 pontos, com o intuito de avaliar
palatabilidade, textura, aparéncia, conforto, manuseio, bioadesdo e aceitagcdo da
membrana mucoadesiva eletrofiada. Os resultados obtidos estdao apresentados nos
Graficos 5,6, 7, 8,9, 10 e 11 e na Tabela 22.

Tabela 22 - Resultados da a avaliagdo sensorial através da Escala Hedbnica de 9 pontos

Aparéncia Sabor Textura Conforto Manuseio  Adesao
Média 2,05 2,8 2,65 29 3,3 3,65
Desvio Padrao 1,23 1,64 1,78 2,02 1,34 1,95

Legenda: 1 - gostei extremante; 2 - gostei muito; 3 - gostei moderadamente; 4 - gostei ligeiramente; 5
- indiferente; 6 - desgostei ligeiramente; 7 - desgostei moderadamente; 8 - desgostei muito; 9 - desgostei
extremamente.

Fonte: Autoria Prépria

Grafico 5 - Avaliacdo Sensorial — atributo Aparéncia

Aparéncia

=

19

NN

17

e

15

ll\)
w

13

[N

11

Pacientes
IN N
(9]

'N
w

e

= w
NN
w

o
=
N
w

4 5 6 7 8 9

Pontuacdo Escala Hed6nica

Fonte: Autoria Propria



Grafico 6 - Avaliagdo Sensorial: atributo Sabor
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Grafico 7 - Avaliacdo Sensorial: atributo Textura
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Grafico 8 - Avaliagdo Sensorial: atributo Conforto
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Grafico 9 - Avaliacdo Sensorial: atributo Manuseio
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Grafico 10 - Avaliacdo Sensorial: atributo Adeséo
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Ao considerar a média das avaliagdes na Tabela 22 constata-se que todos os
atributos se encontram entre os termos hedbnicos “gostei muito” e “gostei
ligeiramente”, superando os valores de indiferenca e de rejei¢do, o que demonstra boa
avaliagao dos atributos da membrana eletrofiada pelos participantes do estudo.

Na escala hedbnica, a categoria “nem gostei, nem desgostei”, a qual se atribui
valor 5, é considerada como uma regido de indiferengca em relagao ao produto. A
escala divide-se em outras duas regides: a regidao de aceitagdo, a qual se atribui
valores de 1 a 4, e a regiao de rejeigao do produto com valores de 6 a 9. Observa-se
que a membrana eletrofiada foi bem aceita, demonstrando a viabilidade futura no
desenvolvimento desta como forma farmacéutica.

Os atributos aparéncia, sabor e textura, foram os que receberam melhor
avaliagdo no estudo. Quando perguntados sobre aparéncia, a maioria dos
participantes respondeu “gostei extremamente” ou “gostei muito”, ja quanto ao sabor,
a avaliagao resultou em aceitacdo e também indiferenca, fato este que pode ser
considerado positivo, uma vez que, nao foi possivel perceber o gosto dos
componentes da formulagcdo. Na avaliacdo da textura, somente um participante
desgostou muito deste atributo, o que foi considerado aceitavel tendo em vista as

caracteristicas da avaliagao sensorial afetiva que pode ser afetada por muitos fatores,
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como, influéncias hormonais, variagdes genéticas, uso de medicamentos e produtos
quimicos, doencas, idade e aceitagdo sociocultural (PENSE-LHERITIER, 2021).

Os atributos manuseio, conforto e adesdo, apesar de terem apresentado
resultados dentro da escala de aceitagdo, receberam pontuagcdo mais alta. Isto pode
ser justificado pela falta de habilidade no manuseio de filmes orais, tendo em vista que
atualmente poucos medicamentos encontra-se disponiveis nesta forma farmacéutica
e também devido a mucoadesdo ser fortemente influenciada pelo fluxo salivar, e
movimento da lingua.

Na avaliagdo global, os pacientes assinalaram a escala constituida por 10
pontos (0-10), conforme a aceitacdo do dispositivo. O resultado obtido na avaliagao
global foi de 7,07 pontos (dp 1,34), demonstrando aceitagdo da forma farmacéutica
desenvolvida.

A segurancga, qualidade e a funcionalidade do medicamento sempre foram os
fatores chave para o seu desenvolvimento, porém a aceitabilidade tem ganhado
espaco nesta area. A analise sensorial possibilita caracterizar e medir atributos
sensoriais ou determinar se os produtos sao aceitos ou nao pelo consumidor. No
desenvolvimento de novos produtos ou no controle da qualidade, a compreensao,
determinacao e avaliacao das caracteristicas sensoriais tornam-se importantes na
garantia da utilizagao pelo paciente e, consequentemente, na adesao ao tratamento
(VIEIRA, 2019).

A Figura 48 mostra imagens da membrana aderida na cavidade oral dos
participantes do estudo, onde foi observado que a membrana adere a membrana
jugal, porém, ainda sofre efeitos de cisalhamento, especialmente pelo movimento da
lingua e também devido ao alto grau de hidratagdo do dispositivo na presenca de
grande volume de saliva. Em pacientes que apresentavam xerostomia no momento
do teste, constatou-se melhor adesdo da membrana eletrofiada conforme se pode
constatar nas imagens de pacientes 5, 12, 11 e 18. Porém, percebeu-se que a
membrana permaneceu integra durante todo o periodo de estudo, manteve coloragao

inicial e ndo causou nenhum tipo desconforto aos participantes.
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Figura 48 - Imagens da membrana aderida a mucosa jugal de pacientes apos 10 minutos
~ (n=20)
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Estudo de Hofmanova (2020), mostrou que a administragdo de um
medicamento é otimizada quando a formulacdo ndo demanda tempo no preparo da
dose e é de facil administragdo. Quando ha alternativas similares de eficacia e
seguranga, alguns fatores sdo considerados para determinar a escolha, como
facilidade de administragdo, aceitacdo e adesdo ao tratamento, duragdo do
tratamento, o numero de doses didarias necessarias e os atributos sensoriais do
medicamento.

Neste sentido, a adesdao ao tratamento pode ser influenciada por eventos
adversos e toxicidade, esquema posoldgico, duracédo e frequéncia da terapia,
caracteristicas individuais, emocionais e cognitivas, a prépria doenga, entre outros.
Considerando-se filmes para liberagao oral de farmacos, um sabor aceitavel, textura
adequada, facilidade no manuseio e mucoadesividade sao fatores essenciais para
garantir a acado terapéutica do medicamento e a aceitagdo do tratamento pelo
paciente.

Contudo, deve-se ponderar que a analise sensorial € uma ciéncia que
determina, analisa e interpreta as respostas das pessoas aos produtos, percebidos
pelos sentidos humanos, o que implica muitos fatores e variabilidade (GURBUZ et al.,
2021).
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo membranas de PLA e PLA/PEO foram obtidas através do
processo de eletrofiagdo. Foram estabelecidos os parametros de processo e solugao
e verificou-se que a melhor vazéo é de 1,2 mL, a tensdo 15 kV e a distancia entre
agulha e coletor de 15 cm. A viscosidade da solugéo é fator essencial para a obtencao
de fibras lisas e homogéneas e a condutividade, apesar de menor com a adi¢ao de
nistatina, ndo impediu a eletrofiacdo da solu¢ao polimérica.

- A microscopia eletrénica foi parametro fundamental para verificar o diametro
e qualidade das fibras. Neste estudo, a MEV contribuiu para nortear a parametrizacao
do processo de eletrofiacdo, que apesar de simplicidade dos equipamentos, trata-se
de uma técnica que pode sofrer interferéncia de varios parametros simultaneamente,
0 que a torna complexa e extremamente trabalhosa.

- A eletrofiagdo de PLA a 16% com adigédo de 12% de PEO (m/m) e 1.200.000
Ul de nistatina produziu membrana com fibras submicrométicas lisas, sem defeitos e
mostrou-se um sistema promissor para a liberacao do farmaco.

- A mucoadesividade do sistema desenvolvido, devido a adigdo de poli(éxido
de etileno), foi constatada no teste de forga de adesédo, uma vez que a membrana
aderiu de forma significativa a mucosa suina e apresentou performance de
mucoadesao dentro dos limites estabelecidos para outros dispositivos de acordo com
a literatura.

- A investigacao da atividade antifungica mostrou que a membrana eletrofiada
com nistatina apresenta sensibilidade contra todas as cepas de Candida testadas.

- O ensaio de toxicidade realizado através da técnica HETCAM mostra que,
nao ha hemorragia, lise discreta, pontuada no menor escore para a membrana de
PLA/PEO/NYS e coagulagdo leve em uma amostra de PLA/PEO. As membranas
eletrofiadas foram classificadas como n&o irritantes, uma vez que nao foram
observados eventos vasculares.

- O teor de nistatina na membrana eletrofiadas PLA/PEO/NYS (16:12) foi de
94,92%. O teor maior que 90% indicou que a obtengcdo da membrana através do
processo de eletrofiagcao, foi eficiente.

- A avaliagao piloto in vivo mostrou, através da avaliacédo global, aceitagao da
forma farmacéutica desenvolvida, obtendo pontuacéo de 7,07 pontos em escala de 0
a 10. Todos os atributos avaliados foram classificados entre os termos heddnicos
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“‘gostei muito” e “gostei ligeiramente”, superando os valores de indiferenga e de
rejeicdo. Os atributos aparéncia, sabor e textura, foram os que receberam melhor
avaliagdo no estudo. O manuseio, o conforto e a adesdo, apesar de terem
apresentado resultados dentro da escala de aceitacédo, foram avaliados com menor

pontuacio pelos participantes.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A mucosite oral € uma reagao téxica inflamatéria que afeta a mucosa bucal,
sendo uma sequela dos tratamentos de radioterapia e/ou quimioterapia. Além disso,
associado ao dano a mucosa oral, ocorre uma predisposicdo a diversas infecgdes,
entre elas, infecgdes fungicas. Considerando os varios estudos realizados nos ultimos
anos sobre prevencgao e tratamento da MO decorrente de tratamento oncoldgico, ndo
ha até o momento uma medida preventiva e terapéutica estabelecida.

Neste sentido, o estudo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento
da mucosite oral e suas complicagées tem grande relevancia no contexto da terapia
oncolodgica, especialmente no que se refere a estratégias profilaticas e terapéuticas
no combate as infecgdes orais associadas a mucosite.

O uso da eletrofiacdo para o desenvolvimento de membranas constituidas de
nanofibras € uma possibilidade simples e barata que permite a fabricagcao de sistemas
em varias formas e tamanhos, e o controle da composicdo permite estabelecer
propriedades e funcionalidades especificas.

Contudo, o desenvolvimento de formas farmacéuticas para liberagao oral de
farmacos é um grande desafio para os pesquisadores, pois a produgao constante, nao
uniforme e a composi¢cao da saliva, podem interferir de forma significativa na
farmacocinética do ativo. Um sistema ideal para administragdo bucal possui muitos
requisitos para garantir a sua eficacia. Os sistemas devem ser de facil aplicacao,
resistir a agcao da saliva, aos movimentos da lingua e a degluticdo. Além disso, o
sistema precisa apresentar hidrofilicidade suficiente para permitir a adesao e o intimo
contato com a mucosa oral, porém com uma hidratacdo limitada para manter a
coesao.

Apesar das dificuldades na obtencao de dispositivos eficazes, a via bucal pode
ser considerada uma alternativa a via oral convencional pois, garante a
biodisponibilidade sistémica, evitando o metabolismo hepatico de primeira passagem,
permite um rapido inicio dos efeitos sistémicos e possibilita maior adesdo ao
tratamento pelo paciente.

Este estudo demonstrou que a eletrofiagcdo € uma ferramenta promissora na
producao de sistemas de liberagao bucal e mostrou a boa aceitagao dos pacientes na
utilizacdo dos mesmos. Porém, a mucoadesao segue sendo o grande desafio, pois a
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obtencdo de sistema que permaneca aderido a mucosa durante tempo adequado,
mesmo com as condi¢cdes desfavoraveis da cavidade bucal é a principal dificuldade.
Considerando os resultados obtidos neste estudo, o dispositivo desenvolvido
nao apresentou mucoadesividade suficiente para permanecer na cavidade oral por
periodo prolongado. Porém, apresentou-se como uma alternativa eficaz para

liberacdo imediata do farmaco.
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8 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A continuagao desta pesquisa tem como obijetivo:

- Avaliar o comportamento da membrana com a inclusdo de novo polimero
mucoadesivo, com o intuito de aumentar a mucoadesividade do sistema
desenvolvido;

- Realizar testes de liberacdo e permeacgao da nistatina contida nos sistemas
eletrofiados;

- Realizar ensaio clinico com pacientes com infecgdo fungica oriunda da
mucosite oral devido ao tratamento oncolégico, para avaliar a agdo da
membrana desenvolvida;

- Testar outras técnicas de eletrofiagdo (coaxial e eletrofiagdo em emulséo)
visando incorporar a nistatina no “core” da fibra para obtencao de sistema para

liberagao prolongada do farmaco.
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10 APENDICES

Apéndice 1 — Escala Hedbonica de 9 pontos

Nome: Data:

Avalie a amostra de acordo com a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou néo
do produto. Marque a posicéo da escala que melhor reflita seu julgamento.

Atributo: APARENCIA

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Atributo: TEXTurA

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

P~

Atributo: MANUSEIO

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

P~ o~

AVALIACAO GLOBAL:

Atributo: saBoR

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Atributo: conFORTO

e L e e R R T W

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Atributo: ADESAO A MUCOSA

P e L R L R R W

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

Detestei

7! 8l gl |1o

Adorei

Fonte: Autoria Propria

155



156

Apéndice 2 — Validagao Parcial de Método por Espectrofotometria de Absorgédo no

Ultravioleta para Quantificagdo da NYS

A validacgao parcial de método analitico para quantificar a concentracdo de NYS
nas membranas eletrofiadas seguiu a metodologia proposta por Aguiar e
colaboradores (2010) e a RDC N° 166 (ANVISA, 2017).

1 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragao da substancia testada, dentro de uma determinada faixa
de aplicagdo (ANVISA, 2017).

Para a avaliacio da linearidade, foi preparada uma solucao padrao de nistatina
a partir da transferéncia de 50 mg do farmaco (5858,46 Ul/mg) para um baldo
volumétrico de 100 mL, ajustando-se o volume com metanol e acido acético glacial
(95:5). A partir desta solugao estoque, foram preparadas solu¢gdes com concentragoes
no intervalo de 10 ug/mL a 30 pg/mL de nistatina, utilizando os mesmos solventes.
Cada solugéo foi analisada em triplicata pela técnica de espectrofotometria na regido
do ultravioleta, em 279 nm. As analises foram realizadas em triplicada conforme
Tabela 01.

Tabela 01: Curva de calibragao Nistatina

Concentracao Absorvancia 1 Absorvancia 2 Absorvancia 3 Média
(Mg)

10 0,241 0,240 0,241 0,241

15 0,317 0,383 0,372 0,357

20 0,476 0,481 0,475 0,477

25 0,610 0,608 0,607 0,608

30 0,757 0,725 0,712 0,731

Fonte: Propria autora

A partir dos resultados obtidos em trés determinagdes para cada concentragao,
foi construida a curva analitica média e determinada a equacgao da reta e o coeficiente
de correlagdo (R?) (Gréfico 1).
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Grafico 1: Curva analitica a partir de solugdes de nistatina padrdo em concentracées entre 10
e 30 yg/mL com emprego da espectrofotometria de absorgdo no UV (279 nm).
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Fonte: Propria autora

Os resultados demonstraram que a nistatina apresentou uma correlacao linear
na faixa de 10 a 30 pg/mL. A equacgao da reta foi y = 0,0246x — 0,0099, com um
coeficiente de correlagdo (R?) igual a 0,9996, como preconizado pela RDC n° 166 de
24 de julho de 2017.

2 Especificidade

O termo especificidade, define a capacidade do método em detectar o analito
de interesse na presenca de outros componentes da formulagdo. O método analitico
por espectrofotometria no UV considera que a grande maioria das substancias
absorve na faixa do ultravioleta. Porém, para ser usado de forma seletiva faz-se
necessario que os demais componentes da formulagdo ndo apresentem absorvancia
no mesmo comprimento de onda do analito a ser quantificado. A especificidade do
método foi validada através da comparagao dos espectros de absor¢ao de solugbes
contendo cada um dos componentes das membranas eletrofiadas, a fim de verificar
se algum desses componentes absorve préximo ao comprimento de onda
caracteristico da Nistatina (279 nm).

Assim sendo, para a avaliagdo da especificidade foi realizada uma varredura
entre 250 e 400 nm, utilizando-se uma solugcdo contendo os componentes da
membrana eletrofiada preparadas nas mesmas condigdes de ensaio e uma solucao
com os demais componentes da membrana. Os resultados obtidos estao
apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Curva analitica a partir de solu¢ao de nistatina padrao em concentragéo de 10 ug/mL
com emprego da espectrofotometria de absorgdo no UV (279 nm).
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Fonte: Propria autora

Observa-se na Figura 1 que os resultados obtidos corroboram com os achados

na literatura que estabelecem que, a varredura de uma solugao de nistatina a 10

Mg/mL em metanol deve apresentar um espectro com 4 pontos caracteristicos, na
faixa de 220 nm a 350 nm (AGUIAR, 2007).

Considerando que a especificidade é a capacidade do método de medir um

composto na presenca de outro componente, o resultado exposto indica a habilidade

do método de diferenciar e quantificar a nistatina na presencga de outros componentes.
3 Precisao
A precisao do método analitico foi determinada a partir da repetibilidade

(intradia). A repetibilidade foi avaliada pela determinagéo de seis analises da mesma
concentragdo de NYS (10 ug/mL), no mesmo dia € sob as mesmas condigdes. As
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medidas foram realizadas em triplicata e expressas como desvio padrao relativo
(DPR) (%). A precisdao do método analitico para a quantificagdo da nistatina estéo
descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Precisao referente ao método analitico por espectrofotometria de absor¢ao no UV
para quantificagdo de nistatina

Amostra | Absorvancia | Concentracéo (ug/mL) | Média| DP CV% %
1 0,289 12,15 99,19
2 0,294 12,35 100,85
3 0,299 12,56 12,27 | 0,16 | 1,19 | 102,51
4 0,291 12,23 99,85
5 0,289 12,15 99,19
6 0,290 12,19 99,52

Fonte: Propria autora

De acordo com a RDC n° 166/2017, os critérios de aceitagcdo para a precisao
sdo definidos conforme o objetivo do método, variabilidade intrinseca do método,
concentragdo de trabalho e concentragdo do analito na amostra. Seguindo o
preconizado na mesma RDC, optou-se por utilizar como referéncia a faixa de trabalho
de 80% (oitenta por cento) a 120% (cento e vinte por cento) para teor, uma vez que,
nao existem resultados padrdes para avaliagao da variacdo do teor de nistatina em
membranas eletrofiadas.

Desta forma, os resultados obtidos no ensaio de precisdo apresentaram
coeficiente de variacdo baixo nas seis determinacbes realizadas na mesma
concentragéo, com resultado médio de teor de 100,18%. Este resultado apresentou-
se adequado e satisfatério demonstrando que a analise de espectrofotometria no

ultravioleta € um método preciso para a forma farmacéutica analisada.

4 Exatidao

A exatiddo é obtida pelo grau de concordancia dos resultados individuais
atingidos pelo método em relagédo a um valor considerado verdadeiro. A exatidao foi
avaliada em triplicata através da analise de solugbes teste nas concentragbes
conhecidas de NYS de 10, 12 e 20 ug/mL, com os solventes metanol e acido acético
glacial (95:5), analisadas em triplicata. A exatiddo foi calculada como sendo a
diferenca percentual de recuperacao entre a concentragdo experimental média e a
concentragao tedrica em cada nivel.

Os resultados obtidos (tabela 3) para a exatiddo da analise de
espectrofotometria de absorgdo no ultravioleta na quantificacdo de nistatina na



160

membrana eletrofiada, variaram de 98,2 a 101,8% para as amostras avaliadas no

mesmo dia, o que possibilitou considerar o método exato.

Tabela 3: Exatidao referente ao método analitico por espectrofotometria de absor¢ao no UV
para quantificagdo de nistatina

Concentracao Concentracao Recuperacao (%) Recuperacao
Adicionada (pg/mL) Encontrada (ug/mL) Média (%)
22,25 22,43 101,8
27,25 26,98 98,2 99,75
32,25 32,10 99,3

Fonte: Propria autora
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