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RESUMO

A utilizacdo de biomateriais surgiu em funcio de pessoas que nascem com problemas em
orgaos/tecidos ou os adquirem por traumas. Sua demanda foi enfatizada pelo aumento da
expectativa de vida dos seres humanos; recentemente, a drea de biomateriais encampou
muitos estudos, a exemplo da pesquisa com liberagdo controlada de foirmacos, biosensores e
dispositivos biomédicos. Uma das doencas cronicas de grande abrangéncia na
contemporaneidade € o Diabetes mellitus tipo 1, cujo tratamento consiste em administracao
subcutanea didria de insulina. O objetivo deste trabalho foi desenvolver biofilmes
compostos de quitosana e insulina, na perspectiva de administrar o firmaco por uma via
alternativa a injetavel, em sistemas de liberacdo controlada, contribuindo para uma maior
adesdo ao tratamento. Os biofilmes foram desenvolvidos a partir da quitosana adquirida em
dois fornecedores diferentes e a insulina utilizada foi a NPH em duas concentragdes
diferentes. A caracterizacdo foi feita pelas técnicas de Molhabilidade, Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X
(DRX), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Biodegradacdao Enzimdtica, Avaliacdo da Viabilidade
Celular dos Macréfagos e Determinagio da Producdo de Oxido Nitrico. Foram constatadas
pequenas diferencgas de hidrofilicidade das amostras, através das andlises de molhabilidade.
Através dos resultados de FTIR e DRX foi evidenciada a formagdo do biofilme
quitosana/insulina. A morfologia do biofilme ndo foi modificada consideravelmente,
independentemente da presenga da insulina, das concentra¢des e do tipo de quitosana
utilizada, sendo a morfologia caracteristica de polimeros de natureza fibrosa, tipica da
quitosana. Os ensaios realizados por DRX demonstraram variagdo da cristalinidade nas
preparacdes sendo constatada maior cristalinidade para a prepara¢do de quitosana a 1%,
Sigma Aldrich®, GD 75% (B2.1) e menor para a preparacio de quitosana a 1,5% Sigma
Aldrich®, GD 85% / 50UI de insulina, (B1.4). O DSC acusou trés eventos térmicos
mostrando que a presenca insulina nas preparagdes de baixa massa molar se equivaleu aos
efeitos constatados nas preparacdes de alta massa molar. A TG constatou maior perda de
massa nas preparacOes de quitosana sem insulina. Os ensaios de biodegradacdo foram
aplicados aos biofilmes de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, resultando numa maior
degradacao para a composicdo a 1% / 50 Ul de insulina (B1.3) e menor para a composicao
de quitosana a 1 % sem insulina (B1.1). Os ensaios de toxicidade demonstraram nas
composi¢oes B, a viabilidade da utilizacdo deste sistema como alternativa vidvel para o
tratamento do Diabetes mellitus.

Palavras-chave: 1. Polissacarideos. 2. Biomateriais. 3. Diabetes Mellitus. 4. Biofilmes. 5. Sistemas

Matriciais.
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ABSTRACT

The use of biomaterials was induced to help people borned with problems in organs / tissue
or people that acquired them by traumas. This demand was increased by the human beings
prolonged life expectance. Recently in the area of biomaterials, many studies have been
published, such as researches on drug delivery systems, biosensors and biomedical devices.
One of the high incidences of chronic diseases in contemporary society is Diabetes mellitus
type 1, which treatment consists of daily subcutaneous administration of insulin. The aim of
this study was to develop biofilms composed of chitosan and insulin, towards an alternative
to the injectable drug administration, using drug delivery systems to increase adherence to
the treatment. Biofilms were developed from chitosan from two different suppliers and
NPH insulin was used in two different concentrations. The films were characterized by the
techniques of Wettability, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-ray
Diffraction (XRD), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetry (TG),
Scanning Electron Microscopy (SEM), Enzymatic Biodegradation, Assessment of Viability
and Determination of Macrophage Nitric Oxide Production. We found small differences in
hydrophilicity of the samples observing wettability analysis. The results of FTIR and XRD
confimed the formation of biofilms chitosan / insulin. The biofilms morphology didn’t
change substantially, regardless the presence of insulin concentrations and the type of
chitosan used, presenting a nature fibrous polymer characteristic morphology, typical for
chitosan. Tests conducted by XRD showed a variation of crystallinity in the samples. The
highest crystallinity was found for the chitosan (1%), Sigma Aldrich ®, 75% GD (B2.1)
preparation and lowest for the chitosan (1.5%), Sigma Aldrich ®, GD 85%, plus 50 IU of
insulin, (B1.4) preparation. The DSC observed three thermal events showing that insulin
presence in preparations of low molecular weight was equivalent to the effects of that in
preparations of high molecular weight. The TG showed a higher weight loss for
preparations of chitosan without insulin. The biodegradation tests were applied to chitosan
from Sigma Aldrich® 1% biofilms, and showed the highest degradation for the composition
of 1% / 50 1U of insulin (B1.3) and the lowest for the composition of chitosan 1% without
insulin ( B1.1). The toxicity tests showed the feasibility to use this system as a viable
alternative for the treatment of Diabetes mellitus.

Keywords: 1. Polysaccharides; 2. Biomaterials; 3. Diabetes mellitus; 4. Biofilms; 5. matrix
systems
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LCF - Liberag@o controlada de farmacos
LPS - Lipopolissacarideos
MEV - Microscopia Eletronica de Varredura
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- Microscépio Otico

- Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio
- Neutral Protamin Hagerdorn

- Oxido Nitrico

- Organizagdo mundial da saiide

- Phosphate buffered saline

- Potencial Hidrogenidnico

- Pesquisa Nacional por Amostra em Domicilio

- Partes por milhao

- Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
- Solution Body Fluid

- Andlise termogravimetrica

- Tensao Superficial

- Universidade Federal de Campina Grande

- Unidade internacional

- Universidade Estadual Paulista Prof. Jilio de Mesquita Filho
- Universidade Estadual de Campinas

- United States
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1 INTRODUCAO

A manutengdo e reparag¢do dos 6rgdos sido fendmenos naturais em individuos saudaveis
e jovens e o desenvolvimento de alguns destes individuos acontece, mesmo com dietas
inadequadas, permanecendo sauddveis por algum tempo, quer sejam sedentdrios ou submetidos
a rotinas extremas de exercicios. Seria bom se essa situacdo prevalecesse sob a humanidade,
mas infelizmente isso ndo acontece. Algumas pessoas nascem com tecidos defeituosos ou
orgdos que ndo funcionam bem; a maioria adquire problemas em consequéncia de traumas ou
doengas; com a idade, perde-se progressivamente a habilidade para enfrentar os desafios fisicos
e curar as doencas (HASELTINE, 2002).

O aumento da expectativa de vida dos seres humanos tem trazido novos desafios as
ciéncias em todas as dreas. Um destes desafios é a capacidade de convivéncia com a limitagao,
que ocorre em funcdo da faléncia ou perda de 6rgdos e tecidos nos traz. Em documentos
oficiais, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) destaca o considerdvel aumento
da populacdo idosa. Em 2007, a Pesquisa Nacional por Amostra em Domicilio — PNAD
apontava a existéncia no Brasil de quase 20 milhdes de idosos, correspondendo a 10,5% do
total da populacdo (BRASIL, 2008). Segundo dados estatisticos apresentados na Europa em
2010, a populacdo com idade superior a 60 anos € maior que a com menos de 20 anos. O
nimero de individuos com mais de 50 anos, entre 1990 e 2020, deverd duplicar (RATNER;
BRYANT, 2004).

O aumento da demanda de biomateriais, ocorrido nas ultimas décadas, vem de
encontro a necessidade originada pelo aumento da expectativa de vida e pelo atendimento
de pacientes, apds tratamentos médicos, devido a doengas sistémicas ou tratamentos
farmacolégicos (RATNER et al. 1996). A utilizacio de biomateriais em pacientes
acometidos por doencas cronicas pode ser de grande valia para pacientes e profissionais,
facilitando o tratamento e consequentemente melhorando sua adesdo, como € o caso do
Diabetes mellitus.

O Diabetes mellitus, ¢ uma doenca cronica que ocorre quando o pancreas nao
produz insulina suficiente (tipo 1), ou quando o corpo ndo pode usar efetivamente a
insulina que ele produz (tipo 2), a qual atinge 246 milhdes de pessoas no mundo. Segundo a
Organizagao Mundial da Saiude (OMS), até 2020, o nimero de pessoas que vivem com

diabetes deve chegar a 380 milhdes, com alta incidéncia entre criangas. O Diabetes tipo 1,
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no qual o paciente efetivamente depende da administragdo de insulina, cresce cerca de 3%
ao ano entre criancas/adolescentes e cerca de 5% ao ano, entre criancas em idade pré-
escolar. A incidéncia é maior em criangas do sudoeste da Asia e da Europa. O Brasil ocupa
a sétima posicao no ranking de paises com maior nimero de diabéticos, com 6,9 milhdes de
casos registrados. Em 2025, estima-se que o pais passe a ocupar a quarta posicdo, com 17,6
milhdes de pessoas com diabetes (BRASIL, 2008; RIBEIRO; FREUDENRICH, 2001).

O carreamento de farmacos por sistemas poliméricos, como € o caso da quitosana, é
considerado uma promissora e valiosa técnica para otimizar a liberacdo controlada de
farmacos, pois um sistema carreador deste tipo permite boa estabilidade, absorcdo e
excelente transferéncia tissular quantitativa, bem como, a esperada atividade
farmacodinamica (LACAVA, 2006).

E necessdrio registrar que, o tratamento do Diabetes tipo 1 traz muitos incomodos,
pois consiste na administracdo multipla didria de insulina por via subcutanea. Diante do
exposto, o desenvolvimento deste trabalho vem de encontro a essa demanda e abre uma
perspectiva de minimiza¢ao deste problema, uma vez que objetiva o desenvolvimento de
um sistema que possa utilizar uma via de administracdo diferente da subcutanea,
associando a aplicacao deste biopolimero para a obtencdo de um sistema de liberacdo
controlada de fairmaco, com potencial de real inovacao tecnoldgica.

Por outro lado, é importante ressaltar que este trabalho enquadra-se dentro do
conceito da biofarmacotécnica, drea de atuacdo docente da autora deste trabalho, que,
segundo autores, pode ser compreendida como a técnica de incluir ou veicular o firmaco
em uma formulacdo estdvel, dando origem a uma forma farmacéutica adequada a via de
administracdo proposta e ao objetivo terapéutico do medicamento (STORPIRTIS; GAI,
2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um processo para obter um biomaterial constituido por uma matriz

polimérica — quitosana, em forma de biofilme, e um fiarmaco - insulina, para potencial

aplicagdo como sistema de liberacdo controlada de farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

Obter biofilmes de quitosana incorporados com insulina.

Estudar a morfologia do biofilme de quitosana incorporado com insulina.
Avaliar a molhabilidade dos biofilmes de quitosana e dos desenvolvidos com
quitosana/insulina.

Verificar a estabilidade do biofilme em condi¢cdes de temperatura e de
composi¢ao de fluidos biol6gicos.

Estabelecer perspectivas de liberacdo controlada da insulina, a partir do

biofilme desenvolvido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Os biomateriais comecaram a ser utilizados pela necessidade de repor, mesmo que em
alguns casos, apenas esteticamente, seguimentos biolégicos de variada complexidade. Desde
entdo, tem-se observado uma evolucido deste campo, que vai da remog¢do dos tecidos no
passado, a substituicio dos mesmos atualmente, até a regeneracio dos tecidos que se constitui
uma meta a ser alcancada em um futuro promissor (HENCH, 1998). A partir das idéias iniciais
sobre biomateriais, muitos outros estudos foram sendo encampados a exemplo da pesquisa com
liberacdo controlada de farmacos, biosensores e dispositivos biomédicos (RATNER, 1996).

Por conseguinte, a definicdo inicial que considerava os biomateriais como aqueles
materiais capazes de tratar, aumentar ou substituir, qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo
estd em constante evolugdo, agrupando as fungdes e conceitos que os novos campos propdem.
No entanto, algumas caracteristicas ja foram delimitadas por diversos pesquisadores a exemplo
da interdisciplinaridade, da afinidade que os cientistas da 4rea devem demonstrar com as
ciéncias dos materiais, do desenvolvimento dos dispositivos de biomateriais (envolvendo desde
a identificacdo da necessidade, desenvolvimento, manufatura, implantagcdo e remoc¢do do
dispositivo no paciente), da magnitude da necessidade e do campo comercial (que envolve
questdes comerciais e éticas pertinentes). Nesta linha de raciocinio, Ratner (1996) enfatiza que
ndo ¢ facil encontrar a interligacdo entre esses componentes no campo chamado “ciéncias de
biomateriais” e afirma que o traco comum € a intera¢do entre sistemas biol6gicos e materiais
sintéticos ou naturais.

Desta forma, considera-se pertinente a afirmacio de que o arsenal de biomateriais, no
caso de materiais poliméricos, inclui desde biopolimeros usados na liberacdo controlada de
farmacos (LCF) as chapas biopoliméricas usadas para reparar ossos em dispositivos
ortopédicos especificos, descritos em estudos de casos. Assim, neste tipo de estudo, é
necessdrio integrar o conteido das ciéncias basicas da engenharia e a experiéncia médica (DEE,
PULEO; BIZIOS, 2002).

Os requisitos que um biomaterial deve cumprir sdo: ser biocompativel, atéxico, ndo
cancerigeno e quimicamente estivel (exceto nos casos em que se objetive alcancar a
biodegradabilidade); apresentar resist€éncia mecénica adequada; apresentar peso, densidade e

resisténcia a fadiga adequados; ter um desenho de engenharia adequado ao uso; ser
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economicamente vidvel, reprodutivel, ficil de fabricar e processar em grande escala
(MORATO; NARVAEZ; TORIBIO, 2004). De acordo com a aplicagdo, a inércia quimica do
biomaterial pode ser desejada, mas na maioria dos casos esta qualidade pode ndo ser um fator
determinante na utilizac@o deste tipo de material.

A escolha dos biomateriais influencia muito o planejamento e o sucesso da utilizagao
de técnicas de liberacdo controlada de farmacos, em implantes e O6rgdos artificiais.
Pesquisadores estdo usando estratégias da engenharia para desenvolver polimeros inspirados
para aplicacdo terapéutica e diagnostica. O critério de planejamento para esses materiais estd
baseado em grandes limitacdes funcionais para regular atividades biol6gicas, de maneira
controlada e biocompativel. Assim, novos polimeros estdo em desenvolvimento para serem
utilizados na adesao tecidual, recriando condi¢cdes do corpo na superficie do polimero, evitando
problemas pés-operatorios. Outra drea de interesse € o uso de biomateriais para o planejamento
de matrizes artificiais extracelulares que servem como suporte para aplicacdo na engenharia de
tecidos. Estes suportes sdo projetados em formas tridimensionais complexas e permitem
controlar certos sinais micro-ambientais como interacdes extracelulares e estimulos
biomecanicos em nano, micro e macro-escala (BIOMATERIALS..., 2008; KOHN; WELSH;
KNIGHT, 2007).

O termo biopolimeros ¢é utilizado para descrever uma variedade de materiais
classificados geralmente em duas categorias: (a) polimeros produzidos por sistemas biolégicos
como microrganismos, plantas e animais e (b) polimeros que sdo sintetizados quimicamente,
mas sdo derivados de materiais bioldgicos iniciais, como aminodcidos, acticares, gorduras
naturais ou 6leos (U.S.CONGRESS, 1993).

A quitosana é um biopolimero natural, abundante e atéxico e sua utilizagdo tem sido
proposta para usos diversos, seja na drea de engenharia, biotecnologia, ci€ncias farmac€uticas
ou medicina. E obtida a partir da adequacdo da estrutura quimica de um polimero natural
encontrado em diversas fontes: processo de desacetilagdo da quitina, que por sua vez € extraida
das carapacas de alguns artrépodes, principalmente os crusticeos, através da reacdo de
desacetilacdo. As suas indicagdes incluem meio complexante de fons metdlicos, como elemento
bésico para a confec¢do de matrizes de liberacdo controlada de farmacos, entre outras. Ha
algum tempo, filmes finos de quitosana tem sido submetidos a avaliagGes praticas, sobretudo
em decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, que resultam em propriedades como
facil formacdo de géis, capacidade filmogénica e boas propriedades mecénicas (ASSIS;

SILVA, 2003).
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A utilizacdo de quitosana em desenvolvimento de sistemas de liberacdo transdérmica e
a eficiéncia deste polimero em promover a penetracio transepitelial, j& foram demonstradas
com Vdrios agentes terapéuticos, como a insulina, a morfina, a heparina e a hidrocortisona
(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). A liberacdo pulsatil baseada num sistema em gel foi
desenvolvida e mostrou-se vidvel na distribuicio modulada de insulina em resposta a mudanca
na concentra¢do fisiologica da glicose (KASHYAP et al., 2007). No entanto, até 0 momento,
desconhecem-se pesquisas que apresentem resultados com perspectivas concretas de se obter
um material que possa promover a liberacdo da insulina em biofilmes de quitosana. Sendo
assim, a efetivagcdo deste estudo possibilitard o desenvolvimento de um biofilme que viabilizard
uma op¢do ao tratamento do Diabetes mellitus com aplicagdo da insulina de maneira menos
traumdtica aos pacientes.

O surgimento da engenharia de tecidos como disciplina académica e da industria
global abriu oportunidades sem precedentes para o desenvolvimento de terapias avangadas
para o tratamento de doengas congénitas ou adquiridas. A engenharia de tecidos fornece
novas combina¢des de células, biomateriais, medicamentos, produtos de genes, ou genes
que podem ser projetados, especificados, fabricados e fornecidos de forma simultdnea ou

sequencialmente, como agentes terapéuticos (BOYCE, 2002).

3.2 Liberacao Controlada de Farmacos

Na terapia medicamentosa convencional, o firmaco é administrado através de uma
forma farmacéutica e produz um nivel tecidual (geralmente sanguineo) do firmaco, que nio
se mantém dentro da faixa terapéutica, por um periodo prolongado de tempo (LEE;
ROBINSON, 2004). Desta forma, o éxito do tratamento vai depender de varios fatores
como dosagens precisas e frequentes, em horarios especificos pré-determinados e adesdo do
paciente a terapéutica, de modo que a ndo obediéncia ao esquema terapéutico pode resultar
em utilizacdo do fairmaco em faixa ndo efetiva ou em niveis toxicos.

O objetivo de qualquer sistema de administracdo de farmacos € liberd-lo ao
organismo, dentro de uma distribuicdo espacial e temporal, ou seja, é fornecer o farmaco
para o local apropriado do corpo, mantendo-o dentro da concentracdo desejada. Sendo
assim, entende-se que um sistema de liberacido controlada de farmacos, projetado de forma
apropriada, constitui-se num importante avango na direcdo da solucdo destes dois

problemas (LEE; ROBINSON, 2004).
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3.2.1 Contexto historico e classificacdo

O conceito de um sistema de liberacdo controlada de fiarmacos teve inicio na
Inglaterra na década de 1930. Em 1937, Deansley e Parkes apresentaram as suas conclusdes
na Royal Society of Medicine, em Londres. Em um experimento, eles descobriram que a
implantacdo de estrogénio em aves do sexo masculino, resultou no aparecimento de
caracteristicas femininas nestas mesmas aves, em trés meses. Em 1938, no Guy's Hospital,
em Londres, Bispo apresentou pesquisa em seres humanos em que a implantacdo
subcutanea de comprimidos de estrogénio limitou o nimero de sintomas apresentados pelas
mulheres com menopausa prematura (SHALABY; SHALABY, 2005).

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas para uso humano, baseado em
sistemas de liberacdo de fairmacos com taxas controladas, iniciou-se em 1970 e minibombas
osmoticas sio extensivamente utilizadas desde 1978, resultando em torno de 6000
publicacgdes na literatura farmacoldgica, fisiologica e endocrinolégica (URQHART, 2000).

A Liberacdo Controlada é uma das categorias de Liberacdo Modificada de Farmaco

e como tal esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Categorias dos Sistemas de Liberacao Modificada

Categoria Caracteristica

Liberacao Retardada Utiliza forma farmacéutica tnica com dosagens repetitivas e
intermitentes de um farmaco.

Liberaciao Sustentada Inclui qualquer sistema de administracio de farmacos, que
promova sua liberacdo lenta, por um periodo de tempo
prolongado.

Liberacao Controlada  Mantém o farmaco na concentracio efetiva e direcionado para
sitios especificos ou para receptores.

Fonte: Baseada em LEE; ROBINSON, (2004)

Um sistema ideal de distribuicdo de farmacos deve ser biocompativel, facilmente
liberado, permitir um controle da taxa de distribuicdo de farmacos e ndo deve alterar a
atividade do farmaco na distribuicdo. Os materiais naturais, incluindo polimeros como a
quitosana tém sido aplicados topicamente nos sistemas de liberacio de farmacos
apresentando vantagens com relagdo aos materiais sintéticos, porque a degradacdo é

controlada pelas células de acordo com mecanismos fisiologicos (FELDMAN et al., 2003).
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O uso de biopolimeros para liberacao controlada de firmacos pode minimizar reagdes
teciduais, promover beneficios terapéuticos e, a0 mesmo tempo, minimizar efeitos toxicos

(SINKO, 2008; HERDMAN,1993).

3.2.2 Vantagens e Desvantagens

Considera-se que a tecnologia da liberacdo controlada de firmacos apresenta sua

contribuicdo enquanto ciéncia multidisciplinar; entretanto, como qualquer outra forma

farmacéutica, estes sistemas tém vdrias vantagens e desvantagens, que estdo resumidas na

Tabela 2.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens do Sistema de Liberacao Controlada de Foirmacos

VANTAGENS DESVANTAGENS

Os niveis plasmdticos do firmaco podem | Problemas de biocompatibilidade do
ser mantidos por um longo periodo de | implante ou dos solventes organicos
tempo, pela liberagcdo progressiva e | residuais usados na sintese.

controlada do farmaco, proporcionando

maior eficdcia terapéutica.

Diminui¢do da frequéncia da administracdo | Produ¢cdo de produtos potencialmente

do medicamento e maior
permanéncia na circulacao.

tempo de

nocivos se for empregado um sistema de
polimero biodegraddvel (ou absorvivel).
Este ndo € o caso da quitosana.

A liberacdo sustentada pode conduzir a uma
baixa dosagem do farmaco que é importante
quando se lida com medicamentos que tem
efeitos  colaterais  significativos  ou
toxicidade.

Implante cirdrgico e/ou remog¢do do sistema

Acionamento de overdose involuntaria (em
sistemas defeituosos ou em caso de
acidentes), nos casos de necessidade de
implantar dispositivos.

A colaboracdo do paciente pode ser
melhorada com administragdo segura e

Incapacidade de ajustar a taxa de liberacdo
do medicamento, se os efeitos se tornarem

conveniente. indesejaveis apOs o implante.

Farmacos com alto metabolismo de | Variabilidade da absorcao a partir do tecido
primeira passagem pelo figado ou | subcutaneo devido a diferencas no
desativacdo pelo trato gastrointestinal | suprimento sangiiineo local e da quantidade

podem ser efetivamente utilizado.

de gordura local.

Direcionamento a  alvos  especificos
possibilidade de se incorporar substancias
hidrofilicas e lipofilicas, em determinados
sistemas.

Taxa de penetracdo lenta, falta de
flexibilidade na dosagem e/ou precisdo,

bem como uma restricdio a relativamente
baixa dosagem.

Fonte: Adaptado de SHALABY; SHALABY (2005); AZEVEDO (2008); KAPARISSIDES et al. (2006)

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



26

3.2.3 Taxa de Liberacdo e posologia.

Nas formas farmacéuticas convencionais tais como comprimidos, cdapsulas,
solugdes, suspensdes, entre outras, a liberagdo do farmaco ocorre de maneira mais rapida,
facilitando a absorcao.

A Figura 1 ilustra o esquema cinético referente a este tipo de liberacdo, onde Kr, Ka
e Ke sdo constantes de relacdo de primeira ordem para liberacdo, absor¢do e eliminacao

total do farmaco, respectivamente.

Forma Farmacéutica mes) Sistemade Absor¢i0 mmssssp Area-alvo Sistema de Eliminac3o

Liberacgo Absorcio Eliminaggo
da Droga

Figura 1. Esquema Cinético de Liberacao Convencional
Fonte: Baseada em LEE; ROBINSON, (2004)

Na forma farmacéutica convencional kr € muito maior do que ka, ou seja, a
absor¢do do fairmaco através de uma membrana biolégica € uma etapa limitadora da taxa de
distribui¢ao do firmaco para sua area-alvo.

Na libera¢do ndo-imediata o esquema cinético acima € simplificado, conforme esta

ilustrado na Figura 2.

Ke
FormaFarmacéutica ===} Area-alvo ——— Sistema de Eliminagio

Liberacdo Eliminacdo
da Droga

Figura 2. Esquema Cinético de Liberacdo Controlada
Fonte: Baseada em LEE; ROBINSON, (2004)

Neste caso, a fase de absorcao torna-se insignificante em relacdo a fase de liberacdo
da droga, ou seja kr é muito menor do que ka, ou seja, a liberacdo da droga a partir da
forma farmacéutica € uma etapa limitadora da taxa. Desta maneira, o desenvolvimento de
um sistema de liberagdo matricial, como € o caso do biofilme de quitosana, primariamente,

deve tentar alterar a taxa de liberagdo, alterando o valor de kr.
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Sendo assim, o objetivo inicial ideal de um sistema de liberacdo controlada é manter
um nivel constante do firmaco no sangue ou tecido-alvo, nos casos terapéuticos em que
isto seja necessdrio ou desejavel. A Figura 3 estabelece uma comparagdo entre o sistema

convencional e o de liberacdo controlada.

Toxica

e = !
zg Terapéutica
©
= .
; 1
(]
g Y N P e .:%'%‘:1_»}.3 - = m m = o __7.‘.-'"': - = m om
Q Dose 2 Dose 3 Dose 4
@)

—— Controlada Sub-Terapéutica

| Dose 1 — Convencional
Tempo

Figura 3: Perfil de liberacdo de farmacos convencional e controlada em func¢do do tempo
Fonte: VITALINE (2010)

Considerando que cada farmaco possui uma faixa de acdo terapéutica, acima da qual
ela é toxica e abaixo da qual € ineficaz, as dosagens administradas determinam os niveis
plasmdticos. Observe-se que a concentragdo do farmaco na corrente sanguinea na
administracdo convencional, apresenta um aumento na concentragdo, até atingir um pico
maximo (Cpax) € entdo declina: neste momento, uma nova dose € necessdria, para que a
concentragdo volte a subir. Quando a administracdo de doses nio € rigorosamente seguida,
a concentracio pode ficar abaixo do valor terapéutico ideal, ou seja, abaixo da concentragdo
minima eficaz (CME) ou acima do valor terap€utico ideal, atingindo a Concentracao
Minima Téxica (CMT). Dessa maneira, no sistema de liberagdo controlada de farmacos
ocorre a manuten¢do da concentracdo do farmaco em niveis eficazes por um tempo
prolongado, utilizando-se de uma tnica administracdo (ALLEN JR., POPOVICH, ANSEL,
2007).
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3.2.4 Classificagdo da Liberagcdo Controlada de Fdrmacos

Em geral, a Liberacdo Controlada de Farmaco (LCF) utiliza como métodos de
liberacdo a difusao, a dissolu¢do e a osmose, nos quais quase sempre € possivel utilizar o
sistema de reservatorio e o sistema matricial. A Figura 4 apresenta os principais itens de
classificacdo da Liberacdo Controlada de Farmacos. No entanto, os comentérios seguintes
estdo especialmente direcionados ao sistema matricial, no qual se pode incluir o objeto de
estudo deste trabalho, ou seja, o biofilme quitosana/insulina.

No primeiro caso, a liberacdo da droga é determinada pela sua difusdo através de
um polimero insolivel em 4gua utilizando dois sistemas: em um deles, o fairmaco é
envolvido por uma membrana polimérica e no outro se utiliza uma matriz na qual o
farmaco é dissolvido ou disperso uniformemente. Na pratica, os sistemas de difusdo
também dependem da dissolugdo, para que ocorra a liberagdo.

A liberacdo de um farmaco, a partir de um dispositivo de reservatorio, é regida pela

primeira lei de difusao de Fick, ou seja

J =-DdC,dx (1)

Onde J € o fluxo da droga através da membrana, na dire¢do da concentracdo decrescente
(quantidade/area-tempo);

D € o coeficiente de difusdo da droga na membrana (drea/tempo);

e dC,ydx é a variacdo da concentragdo da droga com a distdncia x (LEE; ROBINSON,
2004).

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



29

Sistema de Reservatério @ @ O

( Sistemas de <

Difusdo ; : " AT
Sistema Matricial -
.
/ Sistema
Encapsulado
Sistemasde <
Dissolugdo
Sistema
\ Biodegradavel
; e — Lil 3
Sistemas Orificio p3rmaco (7 Vberacio
. F o = 1 = - r
\ Osmadéticos 7 / b lr" =—— Farmaco disperso
\ / \ Fluido
Membrana 7 Polimero

semi-permeavel osmotico

Figura 4. Classificacdo da LCF e suas principais vias de Administra¢ao
Fonte: Prépria

Em contrapartida, no sistema de matriz o farmaco é distribuido uniformemente em
toda matriz polimérica, cuja liberacdo controlada ocorre através de uma série de
interconexdes tortuosas de canais que permitem, ou nao, a libertacio de macromoléculas,
por longos periodos de tempo. Apds a exposicdo ao meio bioldgico, a matriz intumesce,
causando um aumento da distancia entre as cadeias poliméricas facilitando, portanto, a
liberacdo do farmaco a partir da matriz para o meio bioldgico, por escoamento ou a partir
da degradacao das cadeias do polimero, devido a acao dos fluidos biologicos (SHALABY;
SHALABY, 2005).

Os sistemas de dissolu¢do podem ser formados partindo do principio de que um
farmaco com dissolu¢do lenta produzird um nivel sanguineo sustentado e a preparacio de
produtos de liberacdo controlada € possivel, controlando-se a taxa de dissolu¢do dos
farmacos que sejam altamente soldveis em dgua. A opg¢do € preparar um sal ou derivado

apropriado, revestindo-o com um material lentamente soldvel e incorpord-lo em um
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comprimido com um carreador lentamente soldvel. A drea de superficie disponivel para
dissolucdo tem que permanecer constante para alcangar uma taxa de liberacdo constante,
situacdo que, na prética, € dificil de obter (LEE; ROBINSON, 2004).

A equagdo de Noyes-Whitney define a dissolu¢do de uma particula esférica e
apresenta a velocidade de transferéncia de massa de moléculas ou ions de soluto por uma
camada de difusdo estética (dm/dr), como diretamente proporcional a drea disponivel para a
migracdo molecular ou idnica (A) e a diferenca de concentracdo (AC), pela camada
limitrofe, bem como € inversamente proporcional a espessura da camada (/). Essa relagao
pode ser visualizada na Equacdo 2.

dm/dt =kiAAC/ h (2)

onde k;- coeficiente de difusdo (rnzs'l) (AULTON, 2005).

De uma forma geral, os sistemas que usam dissolu¢do s@o dois tipos: a formulagdo
encapsulada, na qual a liberacdo da droga é determinada pela espessura do polimero e a
formulagao matricial, na qual a liberacao da droga € determinada pela taxa de dissolu¢iao do
polimero (LEE; ROBINSON, 2004). Neste ultimo caso, a matriz polimérica pode ser
biodegraddvel oferecendo a vantagem de ser absorvida pelo organismo, eliminando,
portanto, a necessidade de remocao cirtrgica do sistema e permitindo a difusdo do farmaco
para os tecidos circundantes. No entanto, é preciso ponderar esta vantagem com a
possibilidade do potencial téxico dos produtos da degradacdo do polimero (SHALABY;
SHALABY, 2005).

Nos Sistemas Osmoticos, a pressdo osmotica pode ser empregada como forca de
impulsdo para gerar uma liberagdo constante de droga, desde que uma pressdo osmética
constante seja mantida e outras varidveis sejam controladas. Para uma melhor compreensao
deste sistema, considere-se um comprimido revestido por uma membrana semipermedvel,
contendo um pequeno orificio. Quando exposta a dgua ou a algum liquido do corpo, a
membrana permitird difusdo livre de 4gua, mas ndo do farmaco, resultando em sua entrada
devido a diferenca de pressdo osmdtica e a taxa de fluxo de volume de dgua. Portanto, a
permeabilidade, a drea e a espessura da membrana determinam a taxa de fluxo de volume
da 4gua para o interior do comprimido, resultando no bombeamento do firmaco para fora,

através do orificio, em um ritmo controlado (LEE; ROBINSON, 2004).
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3.2.5 Hidrogéis como sistema matricial para liberagcdo controlada de farmacos

Hidrogéis sdo géis poliméricos especiais capazes de formar uma rede polimérica
tridimensional e de absorver e reter diferentes quantidades de 4gua e de fluidos biolégicos.
Podem ser sintetizados via mondmeros bifuncionais e com agentes reticulantes
multifuncionais. A principio, qualquer polimero pode ser usado para se sintetizar uma rede
polimérica, isto inclui polimeros biolégicos como polissacarideos (inclusive a quitosana) e
proteinas (inclusive a insulina). Polimeros lineares soliveis em dgua podem ser usados para
produzir um gel. A ligacdo cruzada pode ocorrer por meio de reacdo quimica, radiacio
ionizante (gerando radicais livres que podem-se recombinar formando juncdes entre as
cadeias de polimeros) ou através de interacdes fisicas como emaranhados e cristalitos. A
hidrofilicidade vem da inclusdo na rede de grupos como hidroxila, sulfonato, carboxilato e
outros grupos que interagem suficientemente bem com a dgua. Um hidrogel pode ser
convertido também de um tipo a outro através de reagdes quimicas em seus grupos
funcionais. Desse modo, pode-se obter uma infinidade de hidrogéis para todas as mais
variadas caracteristicas (BISPO, 2009).

Estes géis poliméricos intumescidos sao reticulados para formar uma matriz porosa,
tanto por métodos fisicos como quimicos; eles sdo macios, imidos e mimetizam muitos
tecidos naturais, que os habilitam na substituicdo de delicados tecidos vivos (COSTA
JUNIOR, 2008; SINKO, 2008; BATICH; LEAMY, 2003).

Polimeros naturais como quitosana, alginato e algarose favorecem a producdo de
sistemas de hidrogéis porque eles sio macromoléculas soliveis em dgua que produzem géis
fisicos. Outros polimeros naturais como coldgeno, gelatina e fibrina formam géis
reticulados induzidos por agentes reticulantes, como transglutaminases. Dependendo da
aplicacao, hidrogéis naturais oferecem vdarias vantagens em relacdo a agentes sintéticos,
incluindo aumento da hidrofilicidade e aumento da porosidade, (GINTY at al., 20006).

As propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas podem ser moduladas. Por
exemplo, hidrogéis podem responder a estimulos do ambiente como temperatura, pH, luz e

moléculas especificas. Estas propriedades interessantes tem tornado os hidrogéis comum
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para vérias aplicagdes variando de aplicagdes farmacéuticas, biomédicas e outras aplicagdes
industriais (SINKO, 2008; JEONG; HUH; PARK, 2006).

Dentre as muitas aplicagdes de hidrogéis, a Liberacdo Controlada de Farmacos é
uma das dreas nas quais eles t€ém desempenhado um papel vital. A matriz hidratada resulta
em boa compatibilidade tanto com proteinas, como com células vivas e fluidos bioldgicos.
Desde o primeiro relato de uso biomédico de hidrogéis em 1960, varios outros hidrogéis
tem sido desenvolvidos para aplicacdes biomédicas e farmacéuticas particularmente para a
distribui¢do de farmacos e substancias bioativas (JEONG; HUH; PARK, 2006).

Assim, constata-se que a utilizacdo dos hidrogéis na preparacio de formas
farmacéuticas permitem a liberacdao do firmaco apds expansdo, em contato com o meio de
dissolucdo ou em resposta a estimulos fisiolégicos como temperatura, pH, enzimas,
biomoléculas (glicose, ureia, insulina), forca idnica e oxida¢do (VILLANOVA; OREFICE:;
CUNHA, 2010). George e Abraham (2006) afirmaram que a quitosana apresenta
propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade, sensibilidade ao pH e
mucoadesividade que favorecem sua utilizacdo por farmacologistas como matriz na

liberac¢do controlada de farmacos, inclusive por via oral.

3.3 Polimerizacio e Biopolimeros: uso de polimeros na indudstria farmacéutica.

Uma vez estabelecidas condi¢des de reacdo, a unido de mondmeros por ligacdes
covalentes origina polimeros. A condi¢do primdria para que determinada molécula possa
polimerizar € conhecida como funcionalidade, a qual deve ser igual ou superior a dois
(pontos reativos >2). Esta funcionalidade apresenta-se de trés maneiras: presenga de pelo
menos dois grupos funcionais, presenga de insaturagcdo e moléculas ciclicas (3/4 4tomos). O
processo de transformacdo de moléculas monoméricas em moléculas poliméricas €
conhecido como polimerizacdo. Quanto a cinética de polimerizacdo as reacOes podem ser

em cadeia e em etapas ( FOOK, 2005; BATICH; LEAMY,2003).

Denominam-se homopolimeros aos polimeros formados a partir de um tnico
mondmero, em contraposi¢cdo aos copolimeros ou heteropolimeros que sdo formados a
partir de mais de um mondmero. Os copolimeros podem ser alternados, aleatdrios, ou em

blocos (SINK, 2008). No caso dos copolimeros alternados, dois tipos de polimeros se
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alternam sistematicamente. Para os copolimeros aleatérios os meros seguem uma seqiiéncia
aleatoria dentro da cadeia. J4 os copolimeros em bloco apresentam seqiiéncias longas de um
mesmo mero, alternando com seqiiéncias de outro mero (SINKO, 2008). Sendo assim,
pode-se dizer que a quitosana € um copolimero aleatério, cujas unidades monoméricas sao
a glicosamina e acetilglicosamina.

A maioria das técnicas de polimerizagcdao produz polimeros com cadeias de massas
molares variadas. Desta maneira, a massa molar de um polimero é de grande interesse por
afetar propriedades mecanicas solubilidade e ponto de fusdo do polimero. A massa molar
de um polimero pode ser diferenciado como massa molar numérica média (M,) e massa
molar ponderada (M,,). A massa molar numérica avalia a massa molar sobre o nimero total
de moléculas (média aritmética), enquanto que a massa molar ponderada considera as
propor¢des massicas (FOOK, 2005; BATICH; LEAMY, 2003; CALLISTER JR., 2001).

As Equacdes 3 e 4 apresentam as féormulas das massas molares:

M= Y NiMi/> N; 3)

My=YNM/YNM; (4)

onde N; € o niimero de cadeias poliméricas com massa molar M;.

O mecanismo de polimerizagdo € uma classificagdo usual porque indica a
presenca de agentes contaminantes de baixa massa molar, como oligdmeros ou monémeros
que ndo reagiram. Os polimeros de baixa massa molar apresentam maior mobilidade e
solubilidade e mais facilidade de provocar efeitos fisiolégicos (BATICH; LEAMY, 2003).
O Grau de Polimerizagdo ”"n” € uma alternativa para avaliar o tamanho da cadeia
polimérica, que representa o nimero médio de unidades monoméricas da cadeia (SINKO,
2008; CHANDA; ROY, 2006; CALLISTER JR., 2001).

No caso especifico do polimero quitosana, cadeias com baixas massas molares e
oligbmeros podem ser conseguidas pela hidrélise das cadeias poliméricas e, para algumas
aplicacdes especificas, estas pequenas moléculas tém sido utilizadas com mais facilidade. A
despolimerizacdo da quitosana pode ser conseguida quimicamente, enzimaticamente ou

fisicamente. A despolimerizacdo quimica pode ser feita por hidrolise dcida usando HCI ou
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por reacdo oxidativa utilizando HNO, e H,0O, Entre as enzimas, que sdo capazes de
despolimerizar a quitosana enzimaticamente, estd a lisozima. A despolimerizacio fisica
pode ser feita por radiagdo gama. O grau de polimerizacdo (GP) € uma importante
caracteristica a ser fornecida pelos fabricantes do mercado atual (ARANAZ et al., 2009).

As cadeias poliméricas podem ser arranjadas de trés maneiras: linear, ramificada e
reticulada. Como todos os materiais as propriedades dos polimeros podem ser previstas e
explicadas pelo entendimento da estrutura polimérica em escala atdmica, microscépica e
macroscopica podendo ainda ser classificados superficialmente em termopldsticos e
termorrigidos. A cadeia polimérica da quitosana € do tipo ramificada e para determinadas
aplicagdes ela tem sido reticulada por agentes reticulantes, como 4cido sulftrico,
glutaraldeido, tripolifosfato, entre outros ( FIDELES, 2010; LAUS et. al., 2006; PIAI et al.,
2006; TORRES et al., 2006).

Polimeros termopldsticos sdo constituidos de cadeias poliméricas individuais que
sdo mantidas juntas por ligacdes relativamente fracas, como liga¢des dipolo-dipolo e forgas
de Van der Waals. Os termoplasticos amolecem quando s@o aquecidos e endurecem quando
resfriados, processos totalmente reversiveis e que podem ser repetidos. A maioria dos
polissacarideos e proteinas € considerada termopldstica e pode ser processado por técnicas
usuais, ser dissolvidos em solventes, formar filmes e outros dispositivos. Os termoplasticos
sdo lineares ou ramificados. J4 os polimeros termorrigidos sdo os que contém reticulagdes
entre as cadeias poliméricas e nao estdo sendo abordados neste trabalho (BATICH;

LEAMY, 2003; CALLISTER JR.,2001).

Comparativamente, os polimeros nao cristalizam na mesma intensidade que os
metais, porque as cadeias poliméricas sdo grandes e de tamanhos variados. Os grupos
terminais atuam como imperfei¢des cristalinas. Geralmente, os polimeros sdo classificados
como semicristalinos, uma mistura de regides cristalinas e amorfas (FOOK, 2005). No
estado s6lido os polimeros possuem variados graus de cristalinidade. Nenhum polimero
apresenta cem por cento de cristalinidade, mas alguns sdo puramente amorfos (BATICH;
LEAMY, 2003). As cadeias poliméricas podem apresentar regioes cristalinas e regides

amorfas interconectadas, conforme esta sendo apresentado na Figura 5.
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a)

Figura 5. Morfologia esquematica dos materiais amorfos: a) termoplastico amorfo; b) termoplastico semi-
cristalino; c) elastdmero; d) termorrigido
Fonte: Padilha (2000)

A cada uma destas regides estd associada uma temperatura de transi¢do do estado
s6lido para o estado liquido. No caso da regido amorfa, a mobilidade estd restrita a
vibragdes de curta intensidade e € denominada temperatura de transicdo vitrea ou de
segunda ordem (Ty). A temperatura associada a fusdo da fase cristalina € denominada
temperatura de fusdo cristalina (T,,). Estes casos compreendem os polimeros de cadeia
linear e ramificada. No caso de polimeros de cadeia reticulada ndo ocorre a presenca de
estruturas cristalinas (FOOK, 2005).

A quitosana tem sido descrita como semi-cristalina ou cristalina mostrando
polimorfismo, dependendo do estado fisico. A cristalinidade da quitosana também pode
variar consideravelmente dependendo do tratamento do polimero durante a extragdo e da
origem, sendo a cristalinidade da quitosana extraida da carapaga de caranguejo maior do
que a extraida da carapaga de lagosta, que por sua vez é maior do que a de camardo
(ARANAZ, 2009; RINAUDO, 2006). O primeiro requisito para a cristalinidade é a
repeticdo ordenada da estrutura da cadeia. Por isso, polimeros estereoregulares sao
frequentemente cristalinos, enquanto que seus homodlogos s3o amorfos (BATICH;
LEAMY, 2003).

Os polimeros incluem-se dentre os materiais mais utilizados na industria
farmaceéutica, dada a sua versatilidade quanto a aplicacdes e funcionalidades, especialmente
na liberacdo controlada de farmacos (DEE, PULEO; BIZIOS 2002). Diante da importancia

dos polimeros na producdo de medicamentos e cosméticos, faz-se necessiario que os
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farmacéuticos conhecam mais sobre estes componentes e, que os engenheiros de materiais
reconhecam as necessidades especificas do setor (VILLANOVA; OREFICE, CUNHA,
2010).

Virios fatores que correlacionam as propriedades do principio ativo, dos polimeros
e dos demais componentes da formulacdo sdo determinantes na escolha deste polimero, que
vao desde o tipo de formulagdo até o mecanismo de liberagdo pretendido (por exemplo,
forma de dosagem parenteral ou entérica). Diante disto, os fabricantes procuram
proporcionar polimeros com propriedades que possibilitem a sua aplicabilidade em
determinadas formulagdes. Os sistemas de liberacdo poliméricos sdo ferramentas de grande
importancia na indudstria farmacéutica utilizados principalmente para se conseguir um
controle espacial ou temporal (OLIVEIRA; LIMA, 2006).

A quitosana tem sido utilizada pela industria farmacé€utica como excipiente, quer
seja para a compressao direta de comprimidos, como desintegrante de comprimidos para a
producio de sistemas de liberacdo controlada de farmacos ou pra promover a dissolucao de
fiarmacos. E evidente que, quando a quitosana é comparada com excipientes tradicionais,
para determinados usos, ela tem demonstrado propriedades superiores e maior flexibilidade.
Além do mais, quitosana tem sido usada para a produ¢dao de micro-esferas e de micro-
cépsulas em pesquisas na liberacdao controlada de firmacos de hormdnios. Também tem
sido utilizada para distribui¢do oral e nasal de farmacos polares incluindo peptideos e
proteinas e distribuicdo de vacinas. Estas propriedades, juntamente com a isen¢do da
toxicidade, fazem da quitosana um promissor excipiente para indudstria farmac€utica atual e

do futuro (ILLUM, 2008).

3.4 Estrutura Polimérica dos Polissacarideos

Segundo sua origem, os polimeros sdo classificados como naturais e sintéticos.
Dentre os naturais, estdo os polimeros a base de proteinas (coldgeno, albumina e gelatina) e
os polissacarideos (quitosana, agarose, alginato, carragenina, acido hialur6énico, dextran e
ciclodextrinas). Os polimeros sintéticos podem ser sub-classificados em biodegradaveis
(poliéster, polianidrido, poliamidas, polimeros fosforosos e outros) e ndo biodegraddveis

(silicones, acrilicos e outros). Alguns autores t€ém enfatizado a utilizacdo da quitosana na
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liberacdo controlada de farmacos, embora com enfoque diferenciado ao dado nesta
abordagem (SINKO, 2008; OLIVEIRA; LIMA, 2006; TORRES et al.,2005; AGNIHOTRI
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; SINHA et al., 2004). Os polissacarideos e as
proteinas tem sido utilizados extensivamente na liberacdo controlada de farmacos
(OTTENBRITE; FADEEVA, 1994).

Para uma compreensio adequada da nomenclatura empregada na estrutura
polimérica dos polissacarideos, especialmente da quitina e da quitosana, considera-se
pertinente um resgate de principios fundamentais da bioquimica, associada ao assunto. Os
mondmeros que compdem a estrutura dos polissacarideos sdo denominados
monossacarideos e que se caracterizam por serem aldeidos (H-C=0) ou cetonas (-C=0)
derivados de polihidroxidlcoois de cadeia linear contendo pelo menos trés atomos de
carbono. Caso o grupo carbonila seja um aldeido, o composto € chamado de aldose e caso o
grupo carbonila seja uma cetona, o composto € chamado cetose (CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2006). A D-Glicose € o exemplo mais conhecido das aldohexoses e a D-frutose

€ o principal exemplo das cetohexoses e suas respectivas estruturas quimicas estao descritas

na Figura 6.
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Figura 6. D-glicose (aldohexose) e D-frutose (cetohexose) respectivamente
Fonte: Adaptado de Ferreira, Rocha e Silva (2009)

De acordo com a convengdo de Fischer, um composto € classificado como D,

quando o centro assimétrico (quiral) mais afastado do grupo carbonila possui a mesma

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



38

configuracdo absoluta do D-gliceraldeido, ou seja, 0 —OH no Cs da D-glicose esta a direita
na projecao de Fischer.

Na realidade, os monossacarideos que possuam cinco ou mais 4&tomos de carbono na
cadeia, em geral ocorrem em solucdes aquosas como estruturas ciclicas, nas quais o grupo
carbonila forma uma ligacido covalente com o oxigénio de um grupo hidroxila ao longo da
mesma cadeia. Sendo assim o composto da origem a compostos andOmeros, ou seja, a um
par de estereoisdmeros que se diferem em configuracdo do carbono anomérico em a ¢ 3
(FIGURA 7). O é4omo de carbono carbonila (grupamento aldeidico) ou hemiacetal
(grupamento cetonico) que reage com o grupamento dlcool é denominado carbono

anomérico (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

/Grupamento redutor
(0] H
v
1 C /
| CH,OH
2 H—C—OH I
| II-I ¢|=—€I'I /H a- D- Glicopiranose
3 OH—C—H — al c
\ oY
4 H—C—OH =
| H OH
| . O o
6 CH,OH o
OH H
D- Glicose HO H
(cadeia aberta)
H OH

B- D- Glicopiranose

Figura 7. Diferenciacdo da D-glicose em a-D-glicopiranose e B-D-glicopiranose
Fonte: Adaptado de Ferreira, Rocha e Silva (2009)

Para a formacgdo do radical glicosamina a hidroxila em C, do agucar original é
substituida por um grupo amino, que pode condensar-se, ou ndo, com o 4cido acético

formando a N-acetilglicosamina. Desta maneira, fica explicada a estrutura monomérica da
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quitina e da quitosana. A Figura 8 apresenta os monomeros [B-D-glicose, da B-D-

glicosamina e do N-acetil-D-glicosamina.

CH,OH CH,OH CH,OH
H O\ oH H O\ oH H O oH
M H H
OH H OH H OH H
HO H HO H HO H
H OH H NH, H NH
|
=
CH,
B- D- Glicose B- D- Glicosamina N- acetil- B- D- Glicosamina
B- D- Glicopiranose

Figura 8. Semelhanga entre a estrutura quimica da B-D-glicose, da B-D-glicosamina e da N-acetil-D-
glicosamina

Fonte: Adaptado de Ferreira, Rocha e Silva (2009)
Denomina-se ligacdo glicosidica a ligacdo covalente que une dois monossacarideos

a partir de um grupo hidroxila de um deles com o d&tomo de carbono anomérico do outro

(FIGURA9).

Figura 9. Ligacdo glicosidica entre monomeros da quitina
Fonte: Adaptado de Ferreira, Rocha e Silva (2009)
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Na nomenclatura dos polissacarideos, algumas vezes é utilizada a letra “O”
precedendo o nome do primeiro monossacarideo, como lembrete que a unido aguicar-acgticar
¢ feita através do dtomo de Oxigénio, como por exemplo no caso do O- a-D-glicopiranose
(1 — 4) B-D-glicopiranose. O simbolo (1 —» 4) indica que a ligacdo glicosidica ocorreu
entre 0 C; do primeiro monossacarideo e o C4 do segundo monossacarideo. As ligacdes
glicosidicas sao facilmente hidrolisadas por dcido, mas resistem a clivagem por base.

No tépico a seguir, serd feito um aprofundamento sobre os polimeros quitosana e
seu precursor a quitina, para uma melhor compreensao do objeto de estudo do experimento

que fundamenta este trabalho.

3.5 Polimeros Naturais: Quitina e Quitosana

O grande interesse de cientistas e tecndlogos pela quitina e a quitosana como
materiais poliméricos, com aplicacdes na darea biomédica, advém do fato de que estes
polissacarideos tém caracteristicas tecnoldgicas e econdmicas relevantes além de
apresentarem propriedades bioldgicas adequadas: sdo atéxicos, biocompativeis,
biodegradédveis e produzidos por fontes naturais renovaveis (DALLAN, 2005; FRAGA et
al. 2006; SANTOS et al., 2003; CUI et al., 2008). Sdo derivados de residuos da industria da
pesca, produzidos a partir do processamento da carapaga dos crustdceos e apresentam um
grande valor comercial devido a sua alta porcentagem de nitrogénio (6,89%), quando
comparada a celulose substituida sinteticamente (1,25%), tornando-os agentes quelantes
(DALLAN, 2005; CRINI; BADOT, 2007). Estima-se que, cerca de 10 bilhdes de toneladas
de quitina e seus derivados, sdo produzidos a partir € organismos vivos a cada ano (WONG,
2009).

A quitina e a quitosana podem ser empregadas como biomateriais sob a forma de
biofilmes de recobrimento (membranas), solucdes coloidais ou esponjas, no tratamento de
ferimentos ou queimaduras; na drea farmacéutica sdo bastante utilizados como carreadores
de farmacos e na industria de cosméticos; apresentam varias utilizacOes na agricultura e na
industria de alimentos. A quitina e/ou seus derivados estdo disponiveis comercialmente

principalmente para administracdo por via oral, no auxilio a processos de emagrecimento, o
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que reforca seu cardter de baixa toxicidade (DALLAN, 2005; SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

A quitina e a quitosana sio heteropolimeros ou copolimeros formados a partir dos
mondmeros (1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e [-(1,4)-2-acetoamino-2-desoxi-D-
glicopiranose que se ligam entre si por ligacdes glicosidicas. A quitosana € obtida pela
desacetilacdo da quitina, mais especificamente do carbono 2 do segundo mondmero. Desta
forma, quanto a estrutura quimica, a principal diferenca entre a quitina e a quitosana diz
respeito a presenca do radical acetato, ligado ao radical amino, no carbono 2 que compde o
anel principal da estrutura (CAMPANA FILHO et al., 2007; KUMAR, 2000). Na Figura

10, esta diferenciacdo pode ser visualizada.

H NHQH HCHQOH H
c0)H C,/&:C ~Q
o m OH Ar
H H M %
i CH,OH :
O

HCHQOH H

H
H NH H
O=<

Ch, Quitina CH,
H

CHi,OH M H NHQH H CH,OH o

)(C/'m OHW ~Q
OH O, OH.
H NH %ﬁ(
H CH,0OH H
O%

Quitosana CH,

Figura 10. Estrutura quimica da Quitina e da Quitosana
Fonte: adaptado de CLEASEN, WILHELMS; KULICKE (2006)

Ambos os polimeros exibem propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e mecanicas
bem interessantes, com grande potencial de aplicacdes. Varias destas propriedades sdo

relatadas pelo Grau de N-acetilagdo - GA, que € o mais importante parametro de

comportamento dos polimeros. Este parametro € utilizado para caracterizar o conteido
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médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de quitina e quitosana. A determinacdo do GA
dos dois polimeros € o mais importante parametro que influencia suas propriedades e
comportamento, facilitando o estudo de estruturas quimicas, propriedades e relagdes
estruturas-propriedade. Se o GA € conhecido, muitas propriedades podem ser previstas
(KASAALI 2008; SILVA ; SANTOS; FERREIRA, 2006). Em contraposi¢cdo, a fracdo ou
percentagem de unidades de glicosamina (mondmeros desacetilados) em uma molécula
polimérica de quitosana ou quitina € denominada Grau de Desacetilacio — GD (ASTM,
2007). O GD varia com a fonte de quitina e com o método de processamento (WONG,
2009).

Alguns estudos consideraram a evolu¢ao das bandas a 1655 cm’” (amida I) e a 1590
cm” (deformagdo N-H de amidas) em espectroscopia no Infravermelho, como indicadoras
do grau de dasacetilacdo (GD). Deste modo, o aumento do grau de desacetilacdo foi
indicado pelo decréscimo da banda 1655 cm™ na mesma propor¢do do crescimento da
banda de 1590cm’ (JOSUE et al., 2000; CANELA; GARCIA, 2001; PRASHANTH;
KITTUR; THARANATHAN, 2002).

A Quitina € o segundo polimero mais abundante da natureza, depois da celulose,
sendo o constituinte principal das carapagas dos artrépodes, dentre os quais se destacam os
crusticeos (caranguejos, camardes, lagostas e siris) e encontrado em menor quantidade em
outras espécies animais. E, também, o constituinte principal das paredes celulares nos
fungos (QUITINA, 2008; FRAGA et al. 2006; TAKAHASHI; IMAI; SUZUKI, 2007,
KASAALI 2008; CRINI; BADOT, 2007; RINAUDO, 2006; STEVENS, 1999).

3.6 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo insolivel em 4gua, 4cidos concentrados, élcalis,
alcool e acetona. Sob agitacdo e aquecimento constante, durante um longo periodo, alguns
acidos inorganicos e diluidos (ex. dcido acético, nitrico, perclérico ou fosférico), podem ser
utilizados no preparo de solu¢des de quitosana (DALLAN, 2005; HEJAZI; AMIJI, 2003).
A solubilidade da quitosana € melhorada em condigdes acidas (pH<6), pois, nestas
condi¢Oes, a maioria dos grupamentos amino estdo protonados (MAO et al., 2005). Alguns

trabalhos tem sido publicados que sugerem a modificacdo de sua estrutura, tornando a
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quitosana solivel, mesmo em pH 10 (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). Maeda et al.
(2003) relatam que a quitosana com baixo peso molecular (menor que 2000Da) é solivel

em 4gua.

3.6.1 Origem

E um derivado da quitina obtida de sua desacetilagdo parcial (>50%, dependendo do
polimero) no estado sélido em condi¢des alcalinas ou por hidrélise enzimédtica na presenca
da quitina desacetilase. O processo de desacetilacdo consiste na remocdo da maioria dos
radicais acetilas da estrutura e substituicdo dos mesmos por um dtomo de hidrogénio,
resultando em um radical amino. Entdo, os polimeros desacetilados, com grau de
desacetilacdo acima de 50%, podem ser considerados quitosana. As quitosanas obtidas pela
reacdo de estado s6lido tem uma distribui¢do heterogénea de grupos acetil ao longo de suas
cadeias, provavelmente devido a morfologia semicristalina da quitina. Tem sido
demonstrado que a B-quitina tem uma reatividade muito maior na desacetilagdo que a a-
quitina (RINAUDO, 2006; DALLAN, 2005).

O termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros que contém ao menos 50-
60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e o restante das unidades monoméricas
composta de 2-acetoamido-2-desoxi-D-glicopiranose (CAMPANA-FILHO et al., 2007;
GINTY et al, 2006). A quitosana € citada entre os mais importantes polimeros
absorviveis/biodegraddveis e carrega em sua estrutura grupos amino livre sendo o seu
equilibrio quimico mantido com seus grupos originais acetoamido (SHALABI; BURG,

2005).
3.6.2 Estrutura e caracteriza¢do da quitosana

No estado sélido, a quitosana € um polimero semicristalino. Sua morfologia esta
sendo investigada e alguns polimorfos estdo mencionados na literatura. A quitosana é

classificada como oligdmero quando possui cerca de doze mondmeros € como polimero

quando possui mais de doze mondmeros (WONG, 2009).

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



44

Cristais dnicos de quitosana sdao obtidos usando a desacetilacio completa da quitina
de baixo peso molecular. O diagrama de difracdo de elétrons pode ser indexado em uma
célula ortorrdmbica unica (P2:2:2;) com a=0,807nm, b=0,844nm, c¢=1,034nm; a célula
unitdria contém duas cadeias paralelas de quitosana, mas nenhuma molécula de dgua. A
influéncia das condicOes experimentais na cristalinidade tem sido descrita (COSTA

JUNIOR, 2008; RINAUDO, 2006; O0GAWA,1991).

3.6.3 Propriedades fisico-quimicas

A quitosana é considerada um polissacarideo com alto contetido de nitrogénio. Sua
estrutura D-glicosamina é rigida e hidrofilica. Apresenta capacidade de formar bandas de
hidrogénio intermoleculares e alta viscosidade. E insolivel em dgua e solventes organicos;
€ solivel em solucdo dcida. Apresenta muitos grupos reativos para ativacdo quimica e
reticulacdo e € capaz de formar sais com dcidos organicos e inorganicos. Apresenta
propriedades quelantes e condutividade idnica (ARANAZ et al, 2009; CRINI; BADOT,
2007).

Com uma cadeia polimérica flexivel, a quitosana apresenta também grupos
funcionais potencialmente reativos como grupamentos amina (-NH;), vdrios grupos
hidroxilas primérios e secunddrios nas posi¢des C-2, C-3 e C-6 que, por sua vez,
apresentam forte afinidade com a dgua. Modifica¢des feitas nestes grupamentos produzem
diferentes materiais que podem ser utilizados em diversas aplicacdes (SANTOS, 2004).

A quitosana € um biopolimero catidnico com alta densidade de carga (uma carga
positiva por residuo glicosamina). Como agente de floculacdo interage com moléculas de
carga negativas e tem propriedade de adsor¢cdo. Apresenta habilidade formadora de filme;
pode ser usado como material para isolamento de biomoléculas (CRINI; BADOT, 2007).

Quanto a massa molar pode ser classificada como de baixa massa molar com menos
do que 150 KDa, de média massa molar de 150 a menos de 700 e de alta massa molar de
700 a 1000 KDa (WONG, 2009). Outros autores consideram que o termo quitosana refere-
se a um grande nimero de polimeros com diferentes graus de desacetilacdo (40-98%) e

massas molares (50.000-2.000.000 Da) e que estas sdo as caracteristicas mais importantes
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na determinacdo de suas propriedades fisico-quimicas e de suas propriedades bioldgicas

(HEJAZI; AMIII, 2003).

3.6.4 Propriedades Biologicas

A atividade antimicrobiana estd relacionada a presenca de grupos aminicos que,
uma vez em contato com os fluidos fisiol6gicos, provavelmente sdo protonados e se ligam a
grupos anidnicos dos microrganismos, resultando na aglutinacdo das células microbianas e
inibi¢ao do crescimento (CLEASEN; WHILHELMS; KULICKE, 2006).

Outros estudos revelam que o mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana
estd intimamente relacionado as propriedades fisico-quimicas do polimero e as
caracteristicas da membrana do microrganismo. Ja foi comprovado que a atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas aumenta, quanto maior for a massa molar do
polimero, enquanto que, para bactérias gram-negativas, quanto menor for a massa molar da
quitosana, maior a atividade antimicrobiana. Deste modo, os efeitos da quitosana parecem
ser distintos nos dois tipos de bactérias:

- bactérias gram-positivas: a quitosana de alta massa molar forma peliculas ao redor da
célula que acabam por inibir a absor¢cdo de nutrientes;

- bactérias gram-negativas: a quitosana de baixa massa molar penetra mais facilmente nas
células, causando distiirbios no metabolismo desses microrganismos (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

Segundo Silva (2005), o uso indiscriminado de antimicrobianos associados ao
fendmeno de resisténcia apresentado pelos microrganismos tem motivado a pesquisa para
novos agentes antimicrobianos, dentre eles a quitosana. Desta forma, em seu trabalho
intitulado “Estudo da a¢do inibitoria da quitosana sobre os enteropatdogenos Salmonella
entérica, Shigella sonnei e Escherichia coli” fez um importante levantamento a cerca dos
trabalhos publicados até entdo apontando possiveis mecanismos de agdo da quitosana sobre
microrganismos, influéncia das caracteristicas fisicas das solucbes, como grau de
desacetilacdo, massa molar, concentracdo utilizada, tempo de exposicdo, viscosidade e

pH.
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Além da atividade antimicrobiana, sdao atribuidas a quitosana efeito coagulante e
analgésico, estimulante da cicatrizagio, acdo anti-inflamatdria, efeito hipocolesterolémico e

hipoglicémico e auxiliar na reducdo de peso.

3.6.5 A quitosana como biomaterial

A quitosana tem apresentado propriedades cicatrizantes e antimicrobianas
provavelmente devido as caracteristicas de seus produtos de degradacdo enzimdtica, os
oligobmeros de N-acetil-D-glicosamina, que sdo totalmente absorviveis pelo organismo,
além de ter excelente capacidade de formacgao de biofilmes (DALLAN, 2005; FRAGA et
al., 2006).

A atividade da quitosana sobre as biomoléculas € facilitada pela diferenca de cargas
elétricas que ocorre na superficie das duas estruturas. Enquanto que proteinas,
polissacarideos anidnicos, dcidos nucléicos e dcidos graxos, dentre outros, apresentam
cargas negativas em suas superficies, a quitosana € um polimero que se comporta como um
polieletrélito, ou seja, apresenta uma alta densidade de carga - uma carga positiva por
unidade de glicosamina (DALLAN, 2005). Sua biodegrabilidade é atribuida ao fato de ser
metabolizada por enzimas humanas, principalmente a lisozima (FRAGA et al., 2006).

Algumas aplica¢des da quitosana como biomaterial sdo: manufatura de lentes de
contato, membranas artificiais, tratamento de lesdes de pele, cicatrizante, agente

hemostético, bactericida e fungicida.

3.6.6 Utilizacdo da quitosana na Engenharia de Tecidos

Brown e Hoffman (2002) destacam a aplicacdo da quitosana em engenharia de
tecidos devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, disponibilidade de grupos
reativos e similaridade com glicosaminoglicanos. A quitosana pode ser utilizada para a
fabricagdo de suportes porosos, hidrogéis, fibras e microesferas para uma variedade de
tecidos, incluindo ossos, figado, tecidos nervosos, enxertos vasculares, cartilagem e pele.

Também pode ser utilizada na distribuicdo de proteinas como fatores de crescimento, de

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



47

maneira controlada e estdvel, que pode ser benéfico na promocdo do crescimento dos

tecidos e angiogénese.

3.6.7 Utilizacdo da quitosana na Liberacdo Controlada de Farmacos

A quitosana ¢ um material potencialmente compativel com meios bioldgicos e
quimicamente versatil devido a distribuicdo de grupos —NH, e a variacdo de pesos
moleculares. Estas duas propriedades tém sido utilizadas por cientistas da engenharia de
tecidos e de distribuicdo controlada de firmacos. A biodegradacdo da quitosana € feita em
vertebrados principalmente pela lisozima e por enzimas bacterianas do c6lon. Entretanto,
oito tipos de quitinases foram isoladas em humanos, trés das quais apresentam atividade
enzimdtica. Em geral, o aumento do Grau de Desacetilacio diminui a taxa de
biodegradacio (LARANIJEIRA; FAVERE, 2009; KEAN; THANOU, 2010). Sendo um
polimero, a quitosana pode ser submetida a quitosandlise, produzindo quitosanas de baixa
massa molar, oligdmeros e mondmeros (ABD-ELMOHDY at al., 2010). Além dos estudos
de biodegradacgao, estudos de biodistribuicao e de toxicidade celular, ambos in vivo e in
vitro tem sido publicados (KEAN; THANOU, 2010). Desta maneira, a quitosana ¢é
apontada como um GRAS (Generally Regard As Safed), ou seja, uma substancia cujo uso é

geralmente considerado seguro (BANGYEKAN at al.,2006; KEAN; THANOU, 2010).

3.6.8 Pardmetros que afetam as caracteristicas de distribuicdo de fdrmacos em

microesferas de quitosana

As membranas preparadas com quitosana t€ém apresentado grande permeabilidade
tanto para farmacos 4cidos, como para farmacos bdasicos. Estudos de liberacdo controlada
de farmacos com microesferas de quitosana tém mostrado, geralmente, que a liberagdo do
farmaco diminui com o aumento do peso molecular da quitosana. Alguns trabalhos
comprovaram que a taxa de distribuicdo de farmacos foi reduzida com o aumento da
concentragdo da quitosana. Outros parametros que valem a pena serem investigados sdo: o
estado fisico da droga nas microesferas, efeito da densidade de reticulagdo e o efeito de

aditivos (SINHA et al., 2004).
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3.7 Insulina

A descoberta da insulina (1921 — Toronto) foi um dos mais importantes avangos da
medicina, embora ocorressem muitos efeitos colaterais, inicialmente, devido as impurezas.
A utilizacdo de uma tecnologia apropriada na década de 60 proporcionou uma producgdo de
insulinas mais puras, diminuindo efeitos colaterais, principalmente alergias, cujos efeitos
foram atenuados com o surgimento da tecnologia do DNA recombinante (1978) que
introduziu o gen da insulina no genoma de uma bactéria e conseguiu fazer com que ela
produzisse insulina idéntica a humana (PORTAL FATOR BRASIL, 2008).

A insulina tem sua dose expressa em “unidades internacionais”(UI) e sua extracao
pode ser feita a partir do pancreas suino ou bovino. Entre espécies, ocorre uma conservagao
na seqiiéncia dos aminodcidos que formam a insulina, de modo que a diferenca entre a
insulina humana e a bovina se resume a trés aminodcidos e da insulina suina s6 em um
aminodcido. Isso explica insulina suina ser menos antigénica em seres humanos do que a
insulina bovina (LAWRENCE JR, 1997). No entanto, hoje em dia, a maior parte da
insulina utilizada € de origem humana, fabricada a partir da técnica do DNA recombinante,
utilizando uma cepa nao-patogé€nica da Escherichia coli. Um plasmideo do DNA
recombinante que codifica a insulina humana € introduzido na bactéria que é cultivada por
fermentagao, produzindo as cadeias A e B da insulina humana. Ap6s purificagcdo individual,
as duas cadeias sdo reunidas, constituindo uma cadeia de insulina que € quimica, fisica e
imunologicamente equivalente a derivada do pancreas humano (ALLEN JR., POPOVICH;
ANSEL, 2007; RANG; DALE; RITTER, 2001).

3.7.1 Distribuicdo e degradagdo da insulina
A meia-vida da insulina circulante em seres humanos é de aproximadamente 8
minutos e sua degradacdo ocorre em diversos tecidos, principalmente no figado. Os efeitos

da insulina sobre a glicose e o metabolismo lipidico ocorrem minutos apds a exposicao de

células sensiveis a este hormonio. Desta forma, o inicio da acdo da insulina apds injecoes

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



49

endovenosas € muito rdpido, mas de curta duracdo e sua depuracido ocorre dentro de 1 hora
(LAWRENCE IR, 1997).

A insulina circula no sangue na forma de mondmero livre, num volume
aproximadamente igual ao volume do liquido extracelular, com concentracdo de cerca de 2
a 4 mg/mL (50 a 100uU/mL) no sangue porta e de 0,5 ng/mL (12uU/mL) na circulacao
periférica, em condi¢cdes basais (jejum alimentar). Apds uma refeicdo ocorre rdpida
elevacdo da concentracdo de insulina no sangue porta, seguida da elevacdo paralela, mas
menos intensa na circulagcdo periférica, padrao que tende a ser imitado pela insulinoterapia
(KAHN; SCHECHTER,1991).

A administracdo oral da insulina ndo é vidvel, pois a maior parte do hormdnio é
destruida pelas proteases, nas vias intestinais, antes da absorcdo. Desta forma, a via de
administracdo mais utilizada € a subcutanea, cujo inicio de a¢do ocorre a partir de 1 hora
apds a administracdo e dura cerca de 6 horas. A administracdo do medicamento por esta
via € lenta, em comparacdo com a via de administracdo endovenosa, o que é conveniente
para evitar multiplas injecOes para a manuten¢do de um controle adequado da glicemia. A
absorc¢do local lenta estd relacionada as dimensdes relativamente amplas da molécula

(LAWRENCE JR, 1997).

3.7.2 Efeitos da Insulina

A insulina é o principal hormonio que controla o metabolismo intermedidrio,
exercendo acdes sobre o figado, o misculo e a gordura. Sua acdo principal consiste em
conservar 0s combustiveis energéticos ao facilitar a captacdo, a utilizacdo e o
armazenamento da glicose, dos aminodcidos e dos lipidios apds uma refei¢do, reduzindo
rapidamente o nivel de glicemia. Por outro lado, a redugdo dos niveis plasmaticos de
insulina, reduz a captacdo celular de glicose e mobiliza as fontes enddgenas de
combustiveis (RANG; DALE; RITTER, 2001; RAMALHO, 1998). Desta forma, ha
autores que a consideram como hormodnio anabdlico mais conhecido e essencial para a
manutencdo da homeostase da glicose, do crescimento e da diferenciacdo celular
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). As principais agdes da insulina no

metabolismo de substancias em diversos tecidos estao resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Resumo das a¢des da insulina no metabolismo animal

Céulas hepaticas Células adiposas Musculo
Metabolismo

| gliconeogénese 1 captacao de glicose 1 captacao de glicose
Carboidratos | | glicogenolise 1 sintese de glicerol 1 glicolise

1 glicolise 1 glicogénese

1 glicogénese

1 lipogénese 1 sintese de trigliceridios
Lipidios | lipolise 1 sintese de acidos graxos -

| lipolise

| degradacao das 1 captacgao de

Proteinas proteinas - aminodcidos
1 sintese de proteinas

Fonte: Adaptado de RANG, DALE e RITTER (2001)

O organismo animal mantém o controle da glicemia dentro da necessidade de
manter suprimentos adequados de glicose (seu principal combustivel) como fonte
obrigatéria de energia metabdlica para os Orgdos, principalmente para o cérebro, na
vigéncia de uma ingestdo alimentar intermitente e demandas metabdlicas varidveis.
Quando a ingestdo de alimentos fornece mais energia do que € imediatamente necessdrio,
ocorre o armazenamento do excesso de calorias sob a forma de glicogénio ou gorduras. No
periodo de abstinéncia de alimento, essas reservas de energia sdo metabolizadas de forma
ordenada (RANG; DALE; RITTER, 2001). Se os niveis de glicose no sangue forem
demasiado baixos (hipoglicemia), o funcionamento do cérebro € alterado surgindo sintomas
como a falta de concentracdo, tonturas e desmaios, ou, em situagdes extremas, convulsoes,
coma e morte (DUGGI, 2009). A Figura 11 ilustra a acdo da insulina em transportadores de

glicose nas células.
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a Os transportadores de glicose aumentam
| B a captacdo de glicose mediada por insulina

. Quando os niveis de
a insulina diminuem, os
transportadores de glicose
movem-se da membrana
celular para os locais de
armazenamento intrace-
lular, de onde podem
ser reciclados.

O receptor ativado promove o recrutamento
dos transportadores de glicose do estoque
intracelular para a membrana celular.

uma organela denominada
endossomo.

A insulina liga-se ao seu B As vesiculas se fundem para form
receptor na membrana celular.

Figura 11. Acdo da insulina em transportadores de glicose
Fonte: CHAMPE; HARVEY e FERRIER (2006)

Os processos de absor¢@o e libertacdo de glicose sdo regulados por hormonios. A
insulina € a mais importante desses hormdnios, uma vez que € a Unica capaz de baixar os
niveis de acgiicar no sangue. A concentragdo da insulina na veia porta é sempre maior que
no sangue periférico, pois 60% da glicose ingerida ficam retidas no figado. Ao nivel
hepatico, a insulina atua como supressora de enzimas gliconeogénicas, inibe a glicogendlise
e a lipase que degrada triglicerideos em 4cidos graxos e glicerol. Desta forma, a insulina é
considerada como principal horménio regulador do nivel glicémico, diferindo o padrdo

global de controle da glicemia no estado basal e no estado alimentado (RAMALHO, 1998).

3.7.3 Produgdo de Insulina e Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus ¢ um distirbio metabdlito cronico caracterizado por
hiperglicemia (glicose plasmatica de jejum > 7mmol/L ou glicose plasmatica >10 mmol/L
duas horas apés uma refeicdo), devido a deficiéncia e/ou resisténcia a insulina. Existem
duas formas principais de Diabetes mellitus: (a) diabetes tipo 1 (também conhecida como

Diabetes mellitus insulino-dependente ou diabetes de inicio juvenil e (b) diabetes tipo 2,

UFCG/CCT/Programa de Pés-Graduagéio em Engenharia de Processos. Tese. Rosemary Sousa Cunha Lima



52

Diabetes mellitus nao insulino-dependente ou diabetes de inicio na maturidade (RANG;
DALE; RITTER, 2001).

No organismo animal, a insulina € sintetizada pelas células [ das ilhotas
pancredticas, a partir da pré-insulina, seu precursor de cadeia simples. Muitos fatores
estimulam a secrecdo de insulina, sendo o aumento dos niveis de glicose sanguinea o fator
principal (KAHN; SCHECHTER,1991). Outros estimulos para a liberacdo de insulina
incluem aminodcidos, principalmente a arginina e a leucina, 4cidos graxos, estimulo ao
sistema nervoso parassimpatico, o glucagon e varios hormonios do trato gastrintestinal
(RANG; DALE; RITTER, 2001).

A insulina foi a primeira proteina, cuja seqiiéncia de aminodcidos foi determinada
por Brown e colaboradores, em 1951 (RANG; DALE; RITTER, 2001). A conversdao da
pré-insulina humana em insulina envolve remog¢do de quatro aminodcidos bdsicos e do
conector remanescente ou peptideo C, por protedlise. Sdo originadas assim, duas cadeias
peptidicas (A e B) da molécula de insulina, que contém uma ligacao dissulfeto dentro da
subunidade e duas ligacdes dissulfeto entre as subunidades. Em geral, a cadeia A ¢
constituida de 21 residuos de aminoacidos e a cadeia B de 30, com massa molar
aproximado de 5.800 Da (KAHN; SCHECHTER,1991). Na Figura 12 pode-se visualizar a

seqiiéncia de aminodcidos da estrutura da pré-insulina.
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Figura 12. Sequéncia de aminoécidos da Pré-insulina humana
Fonte: Escola Médica Virtual (2008)

A estrutura cristalina revela que as duas cadeias da insulina formam uma estrutura
altamente organizada com diversas regides a-helicoidais em ambas as cadeias A e B. O
radical carboxil-terminal da cadeia B e os residuos amino e carboxil-terminais da cadeia A
formam a superficie da molécula que interage com o receptor. As duas cadeias da insulina
se estiverem isoladas sdo inativas (KAHN; SCHECHTER,1991). A Figura 13 ilustra a

transformacao da pré-insulina em insulina.
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Figura 13. Esquema estrutural da pré-insulina humana
Fonte: Adaptado de Escola Médica Virtual (2008)

A conversdo da pré-insulina endégena em insulina ocorre nas granulacdes
secretoras, onde a maior parte da insulina sofre cristalizacdo com o Zn"". As granulacdes
armazenam quantidades aproximadamente equimolares de insulina e de peptideo C, além
de uma quantidade muito menor de pré-insulina. Quando a célula beta recebe o estimulo
adequado, os conteudos das granulacdes sao liberados por exocitose (LAWRENCE IR,

1997).

3.7.4 Composicdo da insulina

Neste trabalho, ja foi mencionado que a insulina € uma proteina. Stevens (1999)
afirma que proteinas sdo polimeros cujas unidades monoméricas sdo constituidas de grupos
amidas e acidos carboxilicos, localizados no carbono a. Elas sdo muito mais complexas do
que os polissacarideos por causa do grande nimero de o-aminodcidos existentes
naturalmente, cujas formas podem aparecer como um numero ilimitado de arranjos
seqiienciados.

Ja foram descritos mais de trezentos aminodcidos a partir de fontes naturais, mas a
codificagdo genética dos mamiferos consta de cerca de vinte aminodcidos. A maioria dos
aminodcidos € constituida de um grupo carboxila, um grupo amino e uma cadeia lateral

distinta (grupo R) ligado a um dtomo de carbono (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).
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Esta estrutura geral, a relacdo dos aminodcidos mais comuns e a respectiva sigla de trés

letras representativa de cada um, estio descritos na Figura 14.
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Figura 14. Aminodcidos mais frequentes nas proteinas, estrutura geral e estrutura quimica
Fonte: Adaptado de ALLSTARHEALTH (2010)
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Em condi¢des fisiologicas (pH aproximadamente igual a 7,4), o grupo carboxila
encontra-se dissociado, formando o fon carboxilato carregado negativamente (-COQO") e o
grupo amino encontra-se protonado (-NH;"). Nas proteinas, as ligacdes peptidicas sdo
formadas pela combina¢do desses grupos, de modo que quase nio se tem esse tipo de ion
disponivel para reacdes quimicas, a ndo ser pela possibilidade de formacdao de pontes de
hidrogénio. Deste modo, a natureza das cadeias laterais determinard o papel de um
aminodcido em uma reagdo quimica. Assim € importante a classificacio dos aminodcidos
de acordo com as propriedades de suas cadeias laterais, ou seja, se elas sdo apolares
(apresentam uma distribuicdo equivalente de elétrons) ou polares, (apresentam uma
distribuicdo desigual de elétrons,) nos quais se incluem dcidos e bases. Pode-se dizer
também que os aminodcidos bdsicos contem mais do que um grupo amino; os dcidos mais
do que um grupo carboxil e os neutros contem ambos em quantidades equivalentes
(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006; STEVENS, 1999).

Analisando a estrutura da insulina humana apresentada anteriormente nas Figuras
12 e 13, relacionou-se a distribuicio dos aminoécidos presentes nas cadeias A e B,
classificados de acordo com as propriedades de suas cadeias. Os dados estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4. Distribui¢cdo dos aminodcidos da insulina humana e classificacdo de acordo com
as propriedades de suas cadeias

Nome Sigla Tipo Quantidade Quantidade Quantidade
na Cadeia A | na Cadeia B Total
Glicina Gly Nao Polar 01 03 04
Isoleucina Ile Nao Polar 02 00 02
Valina Val Nao Polar 01 03 04
Leucina Leu Nao Polar 02 04 06
Fenilalanina Phe Nao Polar 00 03 03
Alanina Ala Nao Polar 00 01 01
Prolina Pro Nao Polar 00 01 01
Glutamina Gln Polar 02 01 03
Cisteina Cys Polar 04 02 06
Treonina Thr Polar 01 02 03
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Tabela 4. Distribuicdo dos aminodcidos da insulina humana e classificagdo de acordo com
as propriedades de suas cadeias (continua¢io)

Nome Sigla Tipo Quantidade Quantidade Quantidade
na Cadeia A | na Cadeia B Total
Serina Ser Polar 02 01 03
Tirosina Tyr Polar 02 02 04
Asparagina Asn Polar 02 01 03
Acido Glu Acido 02 02 04
Glutamico
Histidina His Bésico 00 02 02
Arginina Arg Bésico 00 01 01
Lisina Lys Bésico 00 01 01
Total 21 30 51

3.7.5 Preparacoes de insulina

As preparacdes abaixo descritas estdo citadas em Lawrence Jr. (1997) e julgou-se
como pertinente sua apresentacdo, como uma contribui¢do ao conhecimento das diversas
formas de insulina existentes no mercado, mesmo que s6 a insulina NPH (Neutral Protamin

Hagerdorn) tenha sido utilizada na pesquisa que fundamentou este trabalho.

3.7.5.1 Injecdo de insulina, insulina regular ou insulina cristalina-zinco: E a tnica
solu¢do adequada para uso endovenoso e apresenta aspecto claro. O mais comum € associa-
la com uma insulina de ac¢do ampliada para favorecer uma elevacdo rdpida das

concentragdes de insulina.

3.7.5.2 Preparagoes de acao ampliada a partir da interagdo entre a insulina e a proteina
bdsica, protamina: Quando a insulina € misturada a protamina, ocorre precipitacdo de um
complexo protamina-insulina que resulta num prolongamento da duracdo da agdo da
insulina, pois se cria um deposito a partir do qual a droga é lentamente liberada, a partir da
sua dissolu¢@o no liquido intersticial e ndo por aumento na meia-vida da droga circulante. Os

preparados que contém protamina utilizam tampdes de fosfato.
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3.7.5.3 NPH ou iséfana: Contem baixas concentracdes de protamina ndo combinada (P), pH
neutro (N) e foi desenvolvido pelo cientista dinamarqués Hagerdorn (H). O termo is6fano
denota que o preparado contém quantidades estequiométricas de insulina protamina. Essa
preparacdo foi formulada para evitar um problema de excesso de protamina, que causa

dissolu¢do excessivamente lenta da insulina.

3.7.5.4 Suspensdo de insulina-protamina tamponada com acetato: Nestes casos, um excesso
de zinco é acrescentado e ocorre precipitacdo sob a forma de grandes cristais homogéneos ou
de pequenas particulas. Os preparados feitos dessa maneira apresentam a vantagem de serem
misturados em qualquer proporcdo sem prejuizo de sua atividade ou estabilidade e de evitar

reacoes alérgicas atribuidas a protamina.

3.7.5.5 Suspensdo de insulina-zinco ampliada: E formada por cristais grandes que se
dissolvem muito lentamente no local da injecdo, de modo que a instalagdo e a duracdo da acdo

sao semelhantes as das suspensdes de insulina-zinco protamina.

3.7.5.6 Insulina semi-lenta: Suspensdo de particulas pequenas, cujos cristais dissolvem-se

muito rapidamente e a instalacio e a duracdo da acdo é semelhante as da suspensdo de insulina.

3.7.5.7 Suspensdo de insulina-zinco: E uma mistura que contém 30% de insulina semi-lenta e

70% de insulina ultra-lenta. A instalagdo e a duracdo da acdo sdo semelhantes a da insulina
NPH.
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4 METODOLOGIA
A apresentacdo da metodologia utilizada neste trabalho procurou seguir critérios

cientificos tradicionais e serd descrita nos topicos materiais € métodos.

4.1 Materiais

Os materiais foram adquiridos de empresas e/ou distribuidoras da regido.

4.1.1 Biopolimero

O biofilme de quitosana foi obtido a partir de quitosana comercial adquirido de dois
fornecedores: a Polymar® Inddstria Comércio Importacio e Exportacdo Ltda., situada na
cidade de Fortaleza — CE, Brasil, sendo denominado neste trabalho, Fornecedor A e a
Sigma Aldrich®, empresa multinacional de origem européia, denominado Fornecedor B.
Ambas sdo produzidas a partir da quitina extraida da casca de camardo, mas de espécies
provavelmente diferentes. O custo da quitosana regional € muito menor que a da quitosana

importada.
4.1.2 Reagentes
Os reagentes serdo citados juntamente com o nome do fabricante e o nimero do
lote.
4.1.2.1 Acido acético: VETEC® com grau analitico, Lote 0801000.
4.1.2.2 Hidréxido de Sédio: VETEC® com grau analitico, Lote 0708471.
4.1.2.3 Insulina: Insulina humana comercial Humulin® N (NPH), fabricada pelo

laboratério Eli Lilly®, Lote A471147. A escolha do tipo de insulina se deu em razdo do

acesso ao produto fornecido em unidades de saude publicas da regido.
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4.2. Animais

Camundongos machos Balb/c, pesando entre 18-25g, procedentes do CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica), UNICAMP (Universidade Estadual
de Campinas), Sdo Paulo, foram utilizados em todos os experimentos. Estes animais foram
mantidos em gaiolas em grupos de 5, com condi¢des estaveis de ambiente (23 + 2°C, 56 +
2% de umidade relativa do ar) e ciclos de claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam
4gua e racio (Purina®) esterilizadas, ad libitum. Os animais foram eutanasiados em cAmara
de CO,. Todos os procedimentos que utilizaram células vivas dos animais foram realizados
em triplicata. Todos os procedimentos com animais foram conduzidos conforme normas do
SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério) e que obtiveram

parecer do Comité de Etica local (parecer n°08/2009 CEP/FCF/CAr).

4.3 Métodos

A obtencdo do biofilme de quitosana foi baseado em Dallan (2005) e em Cui et al.
(2008), utilizando-se a técnica conhecida como método sol-gel. Esta técnica pode ser
dividida em trés etapas, ou seja, dissolu¢do da quitosana em uma soluc¢do 4cida diluida e
adicdo de outros componentes, transferéncia desta solu¢do para moldes planos e secagem e

formacdo da membrana propriamente dita.

4.3.1 Obtengdo do biofilme de quitosana

O biofilme foi obtido a partir da obtencdo de uma solucdo de quitosana em acido
acético a 1%, que foi filtrada em vécuo e vertida em placas de Petri de 12cm. A solugdo foi
submetida a secagem em estufa a 50°C, com circulacdo de ar, por um periodo de 12 a 24 hs
(método da evaporacido do solvente). Sobre os biofilmes secos aderidos a placa foram
adicionados 50mL de solu¢do de hidréxido de s6dio a 1M, a fim de assegurar a completa
neutralizacdo do 4cido. Em seguida, as placas de Petri com os biofilmes foram imersos em
agua destilada (500mL para cada placa de 120mm) por 1h e aferido o pH da agua. Depois,

a dgua de lavagem foi descartada e substituida por uma nova dgua destilada, que teve o pH
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aferido até atingir pH=7. Os biofilmes foram secos a temperatura ambiente em moldes de

vidro e, a seguir, submetidos aos processos de caracterizacao.

4.3.2 Tipos de biofilmes produzidos

Os biofilmes foram produzidos de acordo com as formulagdes apresentadas na

Tabela 5.

Tabela 5. Biofilmes produzidos e suas composi¢des

E3

Quitosana GD Sigla Composicao
(fornecedor)
Al.l Biofilme de quitosana 1% (m/v)
Polymar® | 86,5% | Al1.2 Biofilme de quitosana 1,5% (m/v)
Al.3 Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de S50UI de Insulina
Al.4 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de SOUI de Insulina
Al.S Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de 100UI de Insulina
Al1.6 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de 100UI de Insulina
Sigma Bl1.1 Biofilme de quitosana 1% (m/v)
Aldrich® ~85% | B1.2 Biofilme de quitosana 1,5% (m/v)
Baixa | B1.3 Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de 50UI de Insulina
Massa | B1.4 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de 50UI de Insulina
Molar | B1.5 Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de 100UI de Insulina
B1.6 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de 100UI de Insulina
B2.1 Biofilme de quitosana 1% (m/v)
~75% | B2.2 Biofilme de quitosana 1,5% (m/v)
Sigma Alta B2.3 Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de 50Ul de Insulina
Aldrich® | Massa [ B2.4 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de SOUT de Insulina
Molar | B2.5 Biofilme de quitosana 1% (m/v) + de 100UI de Insulina
B2.6 | Biofilme de quitosana 1,5% (m/v) + de 100UI de Insulina

*GD — Grau de Desacetilacao.
**Massa molar ndo determinada
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4.3.3 Método de incorporacdo da insulina no biofilme

A incorporagdo da insulina para as demais placas foi realizada usando-se a mesma
técnica de evaporacdo do solvente em placas, descrita para obtencdo do biofilme de
quitosana. Apds a filtracdo da solucdo da quitosana adicionou-se a insulina, numa
propor¢io de 1UI mL"' mantendo-se a agitacio magnética por 5 minutos. A seguir a
solugdo foi vertida nas placas Petri, e permaneceu em estufa com circulagdo de ar, a 50°C,
para secagem. As demais etapas se sucederam na mesma ordem descrita na elaboracdo dos

biofilmes de quitosana.

4.3.4 Caracterizagdo dos filmes de quitosana/insulina

O material obtido foi caracterizado pelas técnicas de Molhabilidade, Espectroscopia
na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X,
Andlise Térmica, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Biodegradacao Enzimadtica,
Avaliacdo da Viabilidade Celular dos Macréfagos e Determinacdo da Producio de Oxido

Nitrico.

4.3.4.1 Molhabilidade

Diversos métodos sdo empregados para obter uma avaliacdo da interacio entre as
fases soélido/liquido, mas o angulo de contato tem sido um pardmetro que apresenta
excelente relagdo custo/beneficio (FOOK, 2005).

Para avaliar a molhabilidade foi necessario obter o 4ngulo de contato da insulina
com o filme de quitosana com e sem insulina, denominado Método de medida de meio-
angulo. Ele proporcionou a leitura direta do dngulo de contato, por meio do ajuste de uma
linha tangente a gota do liquido, obtendo o angulo de contato 6/2, que projetado numa
escala se obtém o valor do angulo de contato, 0. Na realizacdo desta andlise foi utilizado
um gonidmetro desenvolvido por técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecénica

da UFCG (Universidade Federal de Campina Grande) e encontra-se instalado no
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Laboratério de Caracterizacio de Materiais da Unidade Académica de Ciéncias e

Engenharia de Materiais, da mesma universidade.

4.3.4.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

A espectroscopia do infravermelho é uma técnica de grande valor para a andlise
organica qualitativa e compreende a faixa do espectro eletromagnético que vai do limite
superior da faixa do micro-ondas até o comeco da regido visivel, com comprimentos de
onda entre 14000 cm” e 20 cm”. A banda espectral mais utilizada corresponde ao
infravermelho médio que cobre as freqiiéncias entre 200 cm™ e 4000 cm™. Esta técnica
considera que as ligacdes quimicas das substincias possuem frequéncias de vibragao
especificas, as quais correspondem a niveis vibracionais da molécula (FOOK, 2005;
LOPES; FASCIO, 2004).

Esta anlise foi realizada utilizando um espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer®
FT-IR/FT-NIR Spectrometer, com varredura de 4000 a 650 cm’, instalado no Laboratério
de Caracterizacao de Materiais, da Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da
UFCG. Considerando que a frequéncia de vibragdo de um par de elétrons ¢
aproximadamente igual a frequéncia da radiacdo infravermelha e que, quando radiacdo
infravermelha incide em uma substancia, a radiacdo de mesma frequéncia que as
freqiiéncias vibracionais das ligacdes € absorvida, € possivel deduzir as frequéncias de
vibragdo de uma molécula, observando as frequéncias que s@o seletivamente removidas do
espectro infravermelho. Sendo assim, o espectro de absorcao de infravermelho foi utilizado
para ajudar a deduzir a estrutura molecular da quitosana e do complexo quitosana/insulina.

Os dados obtidos com a espectroscopia do infravermelho com transformada de
Fourier foram também utilizados para avaliar o grau de desacetilacio das quitosanas
utilizadas. Para isto foi calculada a relacdo entre a intensidade de absorbancia do
grupamento amino e do grupamento acetato ou Aszsoo/Aje70 € confrontado com os valores de

GD apresentados pelos fornecedores.
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4.3.4.3 Difragdo de raios X (DRX)

Neste trabalho as amostras foram submetidas a andlise por difracdo de raios X
(DRX), através de um difratdmetro de raios X Shimadzu® (modelo XRD 6000) com
varredura angular 5°<20<35° na montagem de Bragg-Brentano, sistema 0-20, utilizando-se
radiacdo de Cu (kol) com varredura no passo de 0,02 (20), com intervalo de 0,6 segundo
para cada amostra. As andlises foram realizadas no laboratério de Caracterizagdo de
Materiais, da Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da UFCG.

A medida de cristalinidade das membranas foi estimada pela medida das
intensidades das regides cristalina e amorfa tendo como base os estudos de Signini e
Campana Filho (2001), Dallan (2005) e Zhang et al. (2010).

Desta forma, o calculo do Indice de cristalinidade foi realizado utilizando-se a

Equacdo 1.

I
¢ @)
Sendo Ic e In as intensidades dos sinais das regides cristalinas e amorfas,

respectivamente.
4.3.4.4 Anadlise Térmica

Os métodos térmicos, como Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
termogravimetria (TGA) e sua derivada (DTG) tém surgido como poderosas técnicas
termoanaliticas para monitorar caracteristicas quimicas e mudangas fisicas em
biopolimeros.

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se as técnicas termoanaliticas
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA). Os dados
termoanaliticos foram analisados por meio do software TASYS® da Shimadzu® e realizadas
no Departamento de Analises Térmicas, do Departamento de Farmdcia, da Universidade

Federal da Paraiba.
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4.3.4.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC dos biofilmes foram obtidas usando o calorimetro, modelo DSC-50,
da Shimadzu®. A razdo de aquecimento utilizada foi de 10°C/min, com temperatura inicial
ambiente e temperatura final de 400°C, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL
min'. As amostras foram acondicionadas em cadinho de aluminio, fechados
hermeticamente, com uma massa de 2,00 mg (£0,05). A calibracdo do DSC foi realizada

usando o ponto de fusdo e a entalpia dos padrdes indio e zinco.

4.3.4.4.2 Estudo Termogravimétrico (TG)

As curvas de TG do farmaco e das misturas bindrias foram obtidas por meio de
termobalanca Shimadzu®, modelo TGA 50H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL.min'l, sendo a massa das amostras em torno de 5,0 mg (£ 0,5), acondicionadas em

cadinho de alumina, na razdo de aquecimento de 10°C.min"" até 900°C.

4.3.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica analisa o material através da irradiacdo por um fino feixe
de elétrons que interage com a superficie da amostra e origina uma série de radiacdes, tais
como: elétrons secunddrios, elétrons retroespalhados, raios X caracteristicos, elétrons
Auger, fotons, etc. Estas radiacdes quando captadas corretamente irdo fornecer
caracteristicas sobre a amostra (topografia da superficie, composi¢do, cristalografia, etc). A
microscopia eletronica de varredura utiliza mais especificamente os elétrons secundérios e
os retroespalhados para a formagdo da imagem, sendo que os elétrons secunddrios
fornecem as imagens relativas a topografia da superficie e sdo responséveis pela obtencao
das imagens de alta resolugdo, enquanto que os retroespalhados fornecem imagem
caracteristica da variacdo de composicao (FOOK, 2005).

A caracterizagdo por MEV foi realizada no equipamento fabricada pela Hitachi®,

modelo TM 1000, acoplado com sistema para micro-analise quimica por Espectroscopia de
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Energia Dispersiva — EDS, instalado no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais, da

Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da UFCG.

4.3.4.6 Ensaio de biodegradacdo enzimdtica

Para este ensaio empregou-se como base as normas ASTM F1635-04 Standard Test
Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and
Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-01 Standard Guide for
Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials Intended for Use in
Biomedical and Tissue-Engeneered Medical Products Applications (2007). As membranas
secas foram cortadas na dimensao de 2,0 cmz, pesadas em balanca analitica e encaminhadas
para esterilizacdo em 6xido de etileno, procedimento realizado na empresa Medical do
Brasil, instalada no municipio de Paulista, Pernambuco. As membranas esterilizadas foram
entdo, isoladamente, colocadas em placas de Petri. As amostras foram divididas em dois
grupos para avaliacdo da biodegradacdo. O primeiro grupo contendo uma solucdo de
lisozima/Phosphate buffered saline - PBS com concentragdo de Ipg/mL e, o segundo
apenas com a solucdo de PBS, para controle. A escolha da concentracao da solu¢do de
lisozima seguiu os critérios estabelecidos por Freier et al. (2005) e corresponde a
concentragao aproximada da lisozima no soro humano.

A lisozima e o tampao PBS foram adquiridos do fornecedor Sigma Aldrich®.
Devido ao grande nimero de biofilmes produzidos, escolheu-se para este ensaio 0s
biofilmes B1.1, B1.3 e B1.5 em triplicata, tanto para a solu¢do de lisozima como para o
tampao PBS, em dois lotes, resultando em 36 amostras. Os critérios para escolha do tipo de
biofilme a ser utilizado neste ensaio foram os resultados de tensdo superficial e de difracao
de raios X, que mostraram ser este tipo de biofilme que apresentou maior hidrofilicidade e
maior cardter amorfo. Os biofilmes foram incubados em estufa microbiolégica, a
temperatura de 37°C, sendo retirados da estufa em intervalos de 7 e 14 dias, sendo que cada
intervalo de tempo mencionado foi considerado um lote em estudo, seguindo um
procedimento de lavagem em &4gua destilada, secagem por 48 horas em estufa a 50°C e

pesagem em balancga analitica. As diferencas percentuais das massas das amostras antes e
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apods o ensaio forneceram os resultados referentes a degradacdo enzimatica das membranas,

observados a partir da média de ensaios repetidos em trés amostras.

4.3.4.7 Avaliagdo da Viabilidade Celular dos Macréfagos

Com o objetivo de atender a norma ISO 10993 que recomenda ensaios in vitro de
citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficardo em contato com a pele,
escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos macréfagos por MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio]. De uma forma geral, neste teste
realizam-se ensaios quantitativos para avaliar a interrup¢ao da atividade mitocondrial pela
quantificacdo da formacao de cristais de formazana, a partir da redu¢do do tetrazélio MTT.
Ou seja, avalia-se a viabilidade celular partindo do principio que as células vidveis, uma
vez em contato com o MTT, metabolizam o tetrazélio de metiltiazol na mitocOndria,
utilizando enzimas ativas, havendo um acimulo de cristais de tetrazélio ou formazana, que
pode ser detectado pela leitura da absorbancia em 540nm, com filtro de referéncia em
620nm, conforme recomendado por Mosmann (1983), utilizando-se a técnica de
espectroscopia de absorcdo na regidao do visivel. Sendo assim, quanto maior a leitura no
espectrofotometro maior o percentual de células vidveis, em relac@o as ndo vidveis.

Para a concretizagao desta etapa, fez-se necessario a obtencao das células do exsudato

peritoneal que foi realizada a partir do procedimento descrito a seguir.

4.3.4.7.1 Obtengdo das células do Exsudato Peritonial

Os animais (Camundongos Swiss) foram previamente estimulados pela inoculagdo
intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de sédio (Difco® Lab. LTDA) a 3,0%, trés dias
antes da coleta de células. Apds esse periodo, os animais foram eutanasiados por inalacao
em camara de CO,. Estes animais tiveram a pele da regido abdominal retirada
assepticamente, em camara de fluxo laminar, Classe 100 (Veco®) e o peritdneo exposto. Na
por¢do mediana superior do abdomen foi injetado 5,0 mL de solugdo salina tamponada com

fosfatos (PBS) estéril em pH 7,2 e a 4°C, com auxilio de seringa e agulhas também estéreis.
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Uma leve massagem manual foi realizada e as células do exsudato peritoneal foram
coletadas com a mesma seringa e dispensadas em tubo conico estéril (Corning®, Inc., EUA)
para preparo da suspensdo celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas trés
vezes, com 5 mL de PBS (pH 7,2) e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos em centrifuga
(Fanem®, Ind. Bras.), a temperatura ambiente. As células sedimentadas foram
ressuspendidas em 1,0 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma®) contendo 2f-
mercaptoetanol (Sigma®) a 2x10°M, penicilina 100 U/mL (Sigma®), estreptomicina 100
U/mL (Sigma®), L-glutamina 2mM (Sigma®) e 5% de soro fetal bovino (Cutilab®), sendo o
meio assim composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C). O nimero de
células foi determinado pela contagem em cAmara hemocitométrica de Neubauer (Boeco®,
Germany) em uma diluicdo 1:100 do Liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a

concentragdo de 5. 10° células em meio RPMI-1640-C.

4.3.4.7.2 Avaliacdo da viabilidade celular de células peritoneais aderentes

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na capacidade das
células vidveis de clivar o anel tetrazélico presente no sal de MTT, pela acdo de enzimas
desidrogenases presentes na mitocOndria ativa, formando cristais de formazana
(MOSMANN, 1983).

A uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano (Corning®, Inc.) foram
distribuidos 100 puL por cavidade das suspensdes de célula do exsudato peritoneal de
camundongos, obtidas conforme descrito anteriomente, ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL em meio de cultura RPMI-1640-C divididos em dois volumes iguais de S0uL,
sendo que entre eles, foi adicionado um disco, confeccionado a partir de biofilmes de
quitosana ou quitosana/insulina, em quatro composicdes que estao descritas abaixo:
Biofilmes B1.1 - Quitosana de baixa massa molar;

Biofilmes B1.5 - Quitosana de baixa massa molar + insulina;
Biofilmes B2.1 - Quitosana de baixa massa molar;
Biofilmes B2.5 - Quitosana de baixa massa molar + insulina.
Em outras cavidades da referida placa, com as mesmas condi¢des anteriores, foram

adicionadas 100 pLL de LPS (lipopolissacarideo bacteriano derivado de E. coli, adquirido da
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Sigma®) a uma concentracio de 10 pg/mL, ou apenas meio de cultura (controle negativo),
em triplicata. As placas foram incubadas por 24 hs, a 37°C, em estufa contendo tensdao
constante de 5% de CO, (Forma Scientific®, EUA). Apé6s esse periodo, sobre a cultura
celular foram adicionados 100 pL de uma solu¢do de MTT (Across Organics®) a 0,5
mg/mL. em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas, nas mesmas
condicdes anteriores. Apds esta incubacdo, os sobrenadantes foram descartados, sendo
retirados inclusive os biofilmes de quitosana e quitosana/insulina em diferentes preparacdes
e as células aderentes tratadas com 100 uL de isopropanol (Mallinckrodt®) para solubilizar
os cristais de formazana formados. A leitura da densidade Otica foi determinada em
espectrofotometro (Multiskan Ascent®, Labsystems Research Tech®. Div., Helsinki,
Finland) em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm (MOSMANN, 1983).
A viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle negativo
como 100% de viabilidade.

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Imunologia Clinica e Biologia Molecular,

do Departamento de Anélises Clinicas da UNESP, Araraquara - SP.

4.3.4.8 Determinagdo da producao de oxido nitrico

O reconhecimento de materiais estranhos ao organismo, durante o patrulhamento de
infeccdes e de tolerdncia, é funcdo dos macréfagos sendo feito, principalmente, através da
producdo de 6xido nitrico pds-estimulo. Esta molécula € um potente anti-microbiano das
células de defesa inata ou inespecifica. Um biomaterial ndo deve inviabilizar sua produgao,
para que nado haja o desenvolvimento de infec¢des durante o seu uso. No caso de enxertos,
isto € particularmente importante, para que ndo ocorra indu¢do de rejeicao, por ocorréncia
de uma resposta natural exarcebada (COSTA JR, 2008).

Neste trabalho, o 6xido nitrico foi quantificado pelo actimulo de nitrito em meio de
cultura e medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de
0,1% de N-I-naftil-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solu¢do de 4cido fosférico a
2,5%, utilizando NaNO, como padrao (GREEN et al., 1982).

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas a concentragdo de 5x10°

células/Ml, em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos, de 96
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cavidades. A cada cavidade foram adicionados 100 pL dessa suspensdo celular e as placas
foram incubadas a 37°C, por 60 min, em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO;
(Thermo Electron Hepa Class 100). Aos macréfagos que ficaram aderidos a placa foi
adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C, divididos em dois volumes iguais de
50uL, sendo que entre eles, foi adicionado um disco, confeccionado a partir de biofilmes de
quitosana ou quitosana/insulina, em quatro composi¢des que estdo descritas no item
5.3.4.7.2, deste trabalho ou ainda 100 puL de LPS (lipopolissacarideos) a 10 pg/mL, como
controle positivo, ou somente de RPMI-1640-C, como controle negativo. Estas placas
foram novamente incubadas a 37°C, em estufa com tensdo constante de 5% de CO,
(Thermo Electron Hepa Class 100), por 24 horas. Entdo, aliquotas de 50 uL dos
sobrenadantes das culturas de macréfagos foram transferidas para uma placa de cultura de
células, ndo estéril, contendo 96 cavidades de fundo plano e acrescidas de igual volume de
reagente de Griess. Apds 10 minutos de incubagdo, em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, a absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdmetro. As
concentragdes de NO liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas, a
partir de uma curva padrio, previamente estabelecida, e os valores foram expressos em

pmols de nitrito.

4.3.4.9 Anadlise estatistica

Andlise estatistica foi realizada utilizando um método de andlise de varidncia
(ANOVA), seguido pelo teste t-Student na versdo de comparagdes miltiplas de Tukey-
Kramer para avaliar a diferenca significativa entre pares. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa GraphPad InStat

3.00 (GraphPad® Software, San Diego, Califérnia, Estados Unidos).
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S RESULTADOS

Os biofilmes obtidos pelo método anteriormente descrito (item 4.3) apresentaram
espessura que variaram de 0,055 a 0,075mm. Macroscopicamente ficou constatado que as
solucdes poliméricas feitas a partir dos fornecedores diferentes com graus de desacetilacao
diferentes apresentaram colorac¢des diferentes. Foi possivel observar que as solucdes feitas
a partir da quitosana do fornecedor Sigma Aldrich®, eram mais claras que as solucdes feitas

com a quitosana do fornecedor Polymar®. A Figura 15 evidencia esta constatacdo.

Figura 15. Solugdes poliméricas feitas com (a) quitosana Polymar® (GD=86% ) e (b) Sigma Aldrich®
(GD=75% e 85%), respectivamente.

Da mesma forma que as solugdes acima, os biofilmes confeccionados com as
solucdes resultaram em biofilmes que apresentaram diferencas macroscépicas. A Figura 16

ilustra um dos biofilmes produzidos.
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Figura 16. Biofilme confeccionado com quitosana Sigma Aldrich® a 1% e 100UI de Insulina

Da mesma forma que as solugdes poliméricas, os biofilmes confeccionados a partir
do fornecedor A, possuiam coloragdo ligeiramente mais escura do que os biofilmes
confeccionados a partir da quitosana produzida pelo fornecedor B. Com relacdo a presenca
da insulina, ndo foram observadas diferencas considerdveis na morfologia macroscépica do
biofilme. O aumento da concentracdo da quitosana resultou em biofilmes aparentemente
mais resistentes, mas nao foi feito nenhum ensaio de resisténcia mecanica, por nio ser este
0 objetivo deste trabalho.

Os biofilmes foram caracterizados e/ou avaliados pelas técnicas descritas na

metodologia, sendo obtidos os resultados apresentados a seguir.
5.1 Molhabilidade

A Figura 17 ilustra o resultado do teste de molhabilidade relacionando angulo de

contato com os graus de desacetilacdo das quitosanas Al, B1 e B2.
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Figura 17. Valores de dngulo de contato obtidos a partir da medida do meio angulo, de
uma gota de dgua destilada gotejada, nas diferentes preparagdes.

A presenca da insulina nao interferiu consideravelmente no perfil hidrofilico
do material, considerando os critérios adotados por Fook (2005) e por Luz, Ribeiro e
Pandolfelli (2008), pois todas as preparacdes apresentaram angulo de contato menor que
90°, independentemente da composi¢do da mesma (FIGURA 17). No entanto, foi possivel
constatar uma tendéncia geral de diminui¢do do angulo de contato nas preparacdes que
possuem 50UI de insulina, em relacdo as preparagdes que ndo contém insulina, indicando
maior cardter hidrofilico deste material. Em contrapartida, as preparacdes que possuem
100UI de insulina apresentaram angulos de contato maiores do que as preparagdes que
possuem 50UI de insulina, mas, na maioria das vezes, menores do que as preparagdes que
ndo contém insulina. Esta tendéncia repete-se em todas as preparacdes estudadas,
independentemente do tipo de quitosana ou da concentracdo em que esta foi empregada.
Comparando-se as preparagcdes que contém apenas quitosana, observa-se uma tendéncia de
aumento do angulo de contato, na medida em que ocorreu um aumento da concentragdo da
quitosana, que ocorre para todas as preparagdes. Este resultado corrobora com Bispo (2009)
e Costa Jr. (2008), os quais afirmam que o aumento da concentragdo da quitosana aumentou
o angulo de contato devido a maior hidrofobicidade da superficie. Isto ocorre,
provavelmente devido a incapacidade que os grupos polares da quitosana apresentam de se
se orientar na superficie, exibindo uma forte ligacdo de hidrogénio intermolecular e

intramolecular, abaixo da superficie do filme.
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7z

Considerando que o Grau de Desacetilacio ¢ a fracdo ou percentagem de
mondmeros desacetilados em uma molécula polimérica de quitosana (ASTM 2103-1,2007)
e que o radical amino (NH;) € mais polar que o radical acetato (COOH"), as preparagdes
mais desacetiladas apresentam menor angulo de contato que a menos desacetilada (maior
quantidade de radicais polares, maior hidrofilicidade, menor angulo de contato e menor
tensdao superficial). Deste modo, as preparacdes de quitosana a 1%, ou seja, Al.1, B1.1,
B2.1 apresentaram angulos de contato com valores crescentes, considerando-se o0s
respectivos graus de desacetilacdo. Isto pode ser constatado através da andlise da primeira

barra de todas as colunas mostradas na Figura 17.

Sendo assim, o perfil hidrofilico do material seguiu uma tendéncia para a maioria
das preparacdoes em ordem crescente: o perfil hidrofilico dos biofilmes com 50UI de
insulina foi maior do que o perfil hidrofilico dos biofilmes com 100UI de insulina que por
sua vez foi maior do que o perfil hidrofilico dos biofilmes sem insulina, independentemente
da concentracdo de quitosana. Considerando todo o conjunto de preparagdes, a composicao
que apresentou maior perfil hidrofilico foi a B1.3 (fornecedor Sigma Aldrich®, 1% de
quitosana/ S0UI insulina) e a que apresentou menor perfil hidrofilico foi a B2.6 (fornecedor

Sigma Aldrich®, 1,5% de quitosana /100UI de insulina).

Considerando os dois fornecedores de quitosana, numa comparagdo entre as duas
preparagdes que possuem graus de desacetilagdo semelhantes, ndo foram constatadas
diferencas relevantes no perfil hidrofilico dos dois materiais.

5.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
Os principais valores de faixa de absorbancia de FTIR caracteristicos da estrutura

da quitosana e insulina, bem como os respectivos valores mensurados neste trabalho, estao

resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Principais valores de absorbancia detectados nos biofilmes de quitosana e
quitosana/insulina

Sinal Faixa de Absorcoes identificadas
absorbéncia (em™)
1 - estiramento simétrico e 3500-3300 3550, 3525, 3500, 3294,
assimétrico do NH, 3277, 3224, 3305
2 - estiramento O-H 3500-3200 3550, 3525, 3500, 3305,
3294, 32717, 3224
3 - estiramento simétrico e 2900- 2800 2888, 2877, 2876, 2877
assimétrico metila e metileno
4 - Estiramento C=0 de Amidas 1670-1640 1658, 1650, 1647, 1642,
1624
5 - Deformacao NH, 1640-1560 1650, 1642, 1646, 1624
6 - Estiramento simétrico de sais de 1400 1380, 1369
Acido Carboxilico
7 - Deformacao simétrica C-H 1380-1370 1380, 1369
8 Vibracoes C-O-C 1159 1161, 1153,1149, 1110,
1064
9 Estiramento C-O de alcoois e 1250-1000 1031, 1029, 1027, 1024,
fenois 1020, 1012
10 Deformacoes C-H 1000-650 992

Fonte: Adaptado de Cui et al. (2008), Kasaai (2008), Kasyap et al. (2007), Fraga et al.(2006), Prashanth,
Kittur, Tharanathan (2002), Tonhi e Plepis (2002)

As absorcdes atribuidas aos grupamentos funcionais caracteristicos de quitina e
quitosana foram constatadas nos biofilmes produzidos e os valores expressos na ultima
coluna da Tabela 6 correspondem aos valores reais mensurados, durante as andlises do
FTIR. Pequenos deslocamentos na constatacdo da absorbancia dos picos, em relacdo as
faixas de absorbancia atribuidas aos sinais referidas pela literatura, ndo invalidam a

interpretacdo e serdo comentados nos topicos a seguir.

5.2.1 Biofilmes Al

A Figura 18 apresenta os espectros da regido do infravermelho dos biofilmes de
quitosana A1, ou seja, obtidos a partir da quitosana adquirida do fornecedor A (Polymar®)
com Grau de Desacetilacdo — GD = 86,5%, com concentrac¢des de 1% e 1,5% de quitosana,

com e sem insulina, conforme apresentado no item 4.3.2, deste trabalho.
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Figura 18. Espectro de Infravermelho das preparagdes com quitosana Polymar® (A1)
*a numeragdo acima do espectro refere-se aos grupos funcionais da Tabela 6

A estrutura quimica da quitosana (Figura 10) caracteriza-se por grupos amino livres,
sendo o seu equilibrio quimico mantido com seus grupamentos acetamida originais. Na
Figura 18, as absorcdes médias e largas verificadas entre 3500 cm™ e 3300 cm™ podem ser
atribuidas a estiramentos N-H assimétricos e simétricos respectivamente de aminas
primarias em liquidos puros. Quase sobreposta, hd uma contribuicdo de estiramento -OH
presente na estrutura da quitosana na faixa de 3500-3200 cm™. Aproximadamente em 2800
cm’, observa-se um pico que pode ser atribuido aos estiramentos C-H simétrico e
assimétrico dos grupos metila presentes nos radicais da quitosana, que nao foram
desacetilados e os radicais metileno existentes na estrutura da quitosana, mais
especificamente relacionados ao Carbono 6. Na regido de 1670 cm™ e 1640 cm™ pode ser
observada uma absorcdo atribuida ao estiramento C=0O de amidas. Proximo a esta faixa,
ocorre absorcdo média/forte e larga atribuida a estiramento nas aminas primarias.
Aproximadamente em 1400cm™, pode ser detectado um sinal referente a absorcio de

estiramento simétrico de sais de acido carboxilico. Na faixa de 1380cm™ a 1370cm™ ocorre
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uma absor¢do que pode ser atribuida a deformacao simétrica de C-H. As vibragdes C-O-C
podem ser detectadas em 1159cm™. Ente 1250cm™ e 1000cm™ pode ocorrer uma absor¢do
atribuida ao estiramento C-O de alcoéis e fendis. A absorcdo ocorrida na faixa de 1000cm’™
a 650cm-' estd relacionada a presenca de —C-H.

A presenca de absor¢des em 1154cm™ e 896cm™ sdo consideradas como indicativos
da presenca da estrutura sacaridea caracteristica da quitosana (COSTA JR; MANSUR,
2008). As bandas 3500cm'1, 1300cm™ e 1200cm’™ correspondem aos estiramentos OH-
fenol e C-N-amina primdria que caracterizam os grupos funcionais da quitosana. A banda
localizada préximo a 1500 cm™ caracteriza o estiramento C-O que caracteriza a ligacdo N-
glicosidica responsdvel pela estruturacdo do polimero (FRAGA et al, 2006). Darder,
Colilla e Hitzky (2003) atribuem bandas vibracionais em 1075 cm’' caracteristica do anel
de piranose.

As diferengas entre os espectros dizem respeito a aspectos quantitativos € nao
qualitativos, ou seja, a intensidade das bandas de absorcdo, o que € justificado pela maior
quantidade de grupos quimicos na preparagdo de maior concentragdo. Qualitativamente o
espectro assemelha-se ao apresentado por Beppu, Arruda e Santana (1999).

Nas preparagdes contendo insulina e quitosana ocorre uma sobreposicdo de picos,
em decorréncia da presenga dos aminodcidos que compde a estrutura da insulina, nos quais
estdo presentes o grupamento amina € o grupamento carboxilo, além de outros existentes
também na estrutura da quitosana. Sendo assim, constatou-se a presenca da insulina nas
preparacdes respectivas, pelo aumento da intensidade de absorc@o dos picos referentes aos
grupos funcionais que sdo comuns a quitosana e insulina, quando comparados as

preparacdes que nao contém insulina.
5.2.2 Biofilmes Bl
A Figura 19 apresenta os espectros da regido do infravermelho dos biofilmes de

quitosana Bl, ou seja, obtidos a partir da quitosana adquirida do fornecedor B (Sigma

Aldrich®) com Grau de Desacetilagdo — GD ~85,01 e alta Massa Molar.
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Figura 19. Espectro de Infravermelho das preparacdes Sigma Aldrich®, GD 85%

Este espectro assemelha-se ao espectro apresentado na Figura 18, confirmando a
tendéncia de sobreposi¢do de picos referentes aos grupos funcionais que sdo comuns a
quitosana e insulina, quando comparados as prepara¢des que nao contém insulina. Desta
maneira estd estabelecido forte indicio da presenca da insulina nas preparagdes respectivas,
pelo aumento da intensidade de absorcao dos picos.

A similaridade entre os dois espectros apresentados jia era esperada devido a
semelhanga apresentada entre os graus de desacetilagdo das duas preparagdes. Desta forma,
fica constatado que nao ocorreram diferencas considerdveis nos materiais produzidos, a

partir dos dois fornecedores diferentes.

5.2.3 Biofilmes B2

A Figura 20 apresenta os espectros da regido do infravermelho dos biofilmes de
quitosana B2, ou seja, obtidos a partir da quitosana adquirida do fornecedor B (Sigma
Aldrich®) com Grau de Desacetilagdo — GD ~75% e alta Massa Molar, apresentados em
duas etapas devido a diferenca de escala de absorc¢do constatada, na medida em que se

aumentou a concentracdo da quitosana.
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Figura 20. Espectro de Infravermelho das preparacdes Sigma Aldrich®B2: (a) Preparacdes com 1% de
quitosana e (b) Preparacdes com 1,5% de quitosana

Os resultados foram apresentados em duas fases, devido a grande diferenga na
escala de intensidade de absorcdo dos grupos funcionais, sendo que a os preparagcdes que
tiveram maior concentracdo de quitosana tiveram maior intensidade de absor¢do que as
preparagdes de menor concentra¢do de quitosana.

Outro aspecto singular das preparacdes apresentadas na Figura 20, diz respeito ao
efeito ocorrido com a presenca da insulina na quitosana de alta massa molar: observa-se
uma inibicdo dos picos de absorcdo ao contrdrio do que ocorreu com as preparagdes
apresentadas anteriormente. Sendo assim, nesta preparacdo, a presenga da insulina diminui
a intensidade da absor¢do e as preparagdes de quitosana pura apresentaram maior
intensidade na absor¢do do que as preparacdes que continham insulina.

Uma possivel explicagdo para este fendmeno estd associada a alta massa molar da
quitosana utilizada nesta preparacdo, que pode ser interpretado como maior grau de
polimerizagdo, pois neste caso as cadeias devem ser maiores. Desta forma, o efeito polar

dos grupos funcionais caracteristicos da insulina € atenuado quanto maior for o

comprimento da matriz polimérica da quitosana.
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Por outro lado, as interagdes entre quitosana e insulina, fundamentadas na atrag@do

manifestada entre grupos polares e apolares, restringe as vibracdes dos respectivos grupos

funcionais.

5.3 Espectroscopia por Difracao de Raios X

Este topico serd apresentado em subdivisdes que apresentam o delineamento dos

difratogramas e o cdlculo do Indice de Cristalinidade.

5.3.1 Difratogramas

Os difratogramas referentes s preparacdes Polymar® estio apresentados na Figura

21.
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Figura 21. Difratogramas dos biofilmes Polymar®
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Todas as amostras apresentaram forte reflexdo iniciadas entre 9 e 10° e entre 19 e

20° caracteristicas dos difratogramas de quitosana apresentados por autores como Signini €
Campana Filho (2001), Campana Filho et al.(2001), Prashant, Kittur, Tharanathan (2002),
Trung (2006), Baskar e Kumar (2009), Uygun et al.(2010).
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Estes dois halos de difracdo indicam que a base polimérica da quitosana seguidas
pelas ligagdes N-glicosidicas que ligam os mondmeros faz com que esta estrutura ndo tenha
um ordenamento cristalino a longas distancias interatdmicas, gerando uma estrutura
aleatoria (FRAGA et al., 2006), comprovada pelo difratograma condizente com a ficha 39-
1894 JCPDS (2003), correspondente a quitosana. Por outro lado, na maioria das vezes, 0s
polimeros sdo classificados como semicristalinos, uma mistura de cadeias cristalinas e
amorfas que podem estar interconectadas, conforme foi apresentado na Figura 5.

O cardter amorfo da estrutura também pode ser atribuido as ligacdes amino
terminais, pois as pontes de hidrogénio que atuam como ligacdes secundérias também
contribuem para a mudanga do angulo de ligacdo entre as moléculas de quitosana (FOOK,

2005).

A Figura 22 apresenta os difratogramas referentes as preparacdes Sigma Aldrich®,

GD 85% e baixa massa molar ( B1).
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Figura 22. Difratograma dos biofilmes Sigma Aldrich®,GD 85% e baixa massa molar (B1)

O delineamento geral dos difratogramas apresentados acima ndo difere, em linhas
gerais, dos anteriores, de modo que todas as afirmagdes apresentadas, anteriormente, sao

plenamente aplicaveis aqui.
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A Figura 23 apresenta os difratogramas dos biofilmes Sigma Aldrich®,GD 75% e

alta massa molar (B2).
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Figura 23. Difratogramas dos biofilmes Sigma Aldrich® GD 75% e alta massa molar (B2)
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A série B2 tem como caracteristica principal o alto peso molecular da quitosana

utilizada. Apesar desta diferenca, em termos de comportamento da cristalinidade nao foi

possivel destacar grandes diferengas em relacio as preparacdes apresentadas anteriormente.

Foi constatado que a preparacdo que contém 50 UI de insulina apresentou-se com aspecto

mais amorfo, no caso em que a concentracdo de quitosana foi 1%, mas nao foi constatada

esta mesma alteragdo na preparagdo equivalente com concentragdo de 1,5% de quitosana.

Esta discussdo poderd ser melhor fundamentada, a partir do cdlculo do indice de

cristalinidade que seré apresentado a seguir.

5.3.2 Cdlculo do Indice de Cristalinidade

Utilizando-se os dados das caracterizagdes por DRX, calculou-se os indices de

cristalinidade Icr, que podem ser visualizados na Tabela 7.
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Tabela 7. Indice de Cristalinidade (Icr) das amostras calculados a partir da Intensidade
refratada relativa a regido cristalina (I.) e Intensidade refratada relativa a Regido Amorfa

(IAlkmostras Concentracao de Ic | N Icr
Quitosana/ Insulina
Série A1 — Al.1 1% 379,8 307,9 18,9
GD=86% A1.3 1% / 50U1 328,7 294,3 10,4
Al5 1% /100 UL 288.,4 227,8 21,0
Al.2 1,5% 629,0 5329 15,2
Al4 1,5% / 50U1 236,4 208,1 11,9
Al.6 1,5% / 100U1 394,2 298.9 24,1
Série B1 - B1.1 1% 2440 186,8 22,29
GD=85% B1.3 1% / 50U1 256,5 236,1 79 >
B1.5 1% / 100 UI 303,3 271,1 10,6 J
B1.2 1,5% 606,3 572,0 5,6 )
B1.4 1,5% / 50U1 494,23 472,24 4,44
B1.6 1,5% / 100UI 4942 444.8 9,9 J
Série B2 - B2.1 1% 426,7 296,3 30,5 Y
GD=75% B2.3 1% / 50UI 196,2 180,7 79 >
B2.5 1% / 100 UI 430,7 365,0 15,2 )
B2.2 1,5% 559,99 474,51 15,267
B2.4 1,5% / 50U1 368,7 311,9 15,3 »
B2.6 1,5% / 100UI 416,11 372,3 10,5 )

De acordo com os resultados apresentados, considerando-se as preparacOes que

contem apenas quitosana, pode-se afirmar que o aumento da concentracdo da quitosana

diminuiu a cristalinidade das amostras. Uma possivel explicagdo para este fendmeno deve-

se ao fato de que o volume moldado foi constante nas situagdes avaliadas, o que ocasionou

uma reduc¢do da orientacdo molecular devido a restricdo da mobilidade das cadeias.

Analisando as amostras agrupadas por grupos de mesmo tipo € mesma concentracao

de quitosana, outra tendéncia revelada foi a diminuicao da cristalinidade das amostras com

a presenca da insulina na concentragdo menor (amostras com S0UI de insulina), para todas
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as preparacdes, e que esta cristalinidade tende a se restabelecer com uma concentragdo de
insulina maior (amostras com 100UI de insulina), com exce¢do do grupo B2.2, B2.4 e
B2.6. Esta maior amorficidade na preparacdo que contém menor concentracao de insulina
sugere que este composto desorganiza as cadeias de quitosana, quando introduzida em
pequena quantidade, mas que, numa maior concentracdo favorece a formacgao de ligacdes
cruzadas que reorganizam as cadeias.

Esta tendéncia corrobora com os resultados do teste de tensdo superficial, em que o
angulo de contato da maioria das preparacdes que contém 5S0UI de insulina foi menor que o
das outras duas preparacdes de mesma concentracdo de quitosana, expressando uma maior
hidrofilicidade do material e estd de acordo com afirmacdes de Signini e Campana filho
(2001). Estes autores descrevem trés formas de quitosana que apresentam hidrofilicidades e
cristalinidades semelhantes, mas nos casos dos cloridratos, a presenca de cargas e de
contra-fons provenientes de um dcido forte aumenta a hidrofilicidade, confere
hidrossolubilidade e altera significativamente as interagdes inter e intracadeias,
modificando o empacotamento no estado s6lido e resultando em importante decréscimo de
cristalinidade. No caso de acetato de quitosana é observado que os cristalitos sdo menores,
o que pode ser atribuido a protonagdo parcial dos grupos amino e a presenca de anions
acetato. Nas regides amorfas, nas quais a acessibilidade aos sitios reativos € maior, a
hidrofilicidade € maior.

A cristalinidade das membranas de quitosana de alta massa molar, nas condi¢des
desta pesquisa, foi maior do que a de baixa massa molar, corroborando os dados de Trung
et al (2006) que estudou as caracteristicas funcionais de quitosana de camardo e suas
membranas em funcdo do grau de desacetilacdo.

Embora ndo se possa desconsiderar que a cristalinidade da quitosana estd
relacionada a diversos fatores como origem, processo de dissolu¢do, grau de acetilagdo,
alguns autores afirmam que quanto maior o grau de acetilagdo maior a cristalinidade
(BRANT, 2008; ANTONINO, 2007). Os dados obtidos neste trabalho, para as preparacdes

que possuem apenas quitosana, corroboram esta afirmacao.
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5.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 24 apresenta um corte transversal de um biofilme de quitosana
Sigma Aldrich®, baixo peso molecular, com 1% de quitosana e 50 UI de insulina, com
aumento de 5.000 vezes. Os cortes transversais permitem a visualizacdo de uma estrutura
polimérica fibrosa, multicamadas caracteristica de polimeros, especialmente da quitosana,

conforme relatado em Pillai, Paul e Charma (2009) e Li e Hsieh (2006).

UAEMa-0599 2010/09/09 09:28 L D3.9 x50k  20um
B13

Figura 24. Corte transversal de um biofilme de quitosana de baixo peso molecular a 1% com 50 UI de
insulina

A Figura 25 apresenta um corte transversal de um biofilme de quitosana Sigma
Aldrich®, alto peso molecular, com 1,5% de quitosana e 50 UI de insulina, com aumento de

2.000 vezes e 5.000 vezes.

e s P iy AN i
UAEMa-0893 2010/10/07 15:33 L D48 x5.0k 20 um

B24 (a) B24 (b)

UAEMa-0892 2010M10/07 1531 L D48 x2.0k 30 um

Figura 25. Corte transversal de um biofilme de quitosana de alto peso molecular a 1,5% com 50 Ul de
insulina; (a) 2.000 vezes; (b) 5.000 vezes. As setas apontam falhas provocadas pela utilizacdo de tesoura.
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Neste caso, a estrutura multicamadas caracteristica dos polimeros fica ainda mais
evidente. As setas apontam falhas visualizadas nos cortes laterais, atribuidas aos cortes das

membranas feitos com tesoura comum.

A Figura 26 mostra um corte lateral de um biofilme de quitosana Polymar® 86% a
1,5%.

UAEMa-0689 2010/09/15 16:06 L D3.9 x20k  30um
A12

Figura 26. Corte transversal de um biofilme de quitosana Polymar® a 1,5%, com 2.000 vezes.

Na microfotografia apresentada é possivel visualizar a estrutura de membrana densa
do tipo isotrdpica do biofilme, ou seja, é uniforme em toda a sua superficie, compactas,
lisas, sem poros visiveis, apresentando as mesmas caracteristicas morfoldgicas ao longo de

Sua espessura.

A Figura 27 mostra um corte lateral de um biofilme de quitosana Sigma Aldrich® a

1%, GD = 85%, com 50 UI de insulina.
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UAEMa-0828 2010/10/05 14:21 L D4.8 x2.0k 30 um
B13

Figura 27. Corte transversal de um biofilme de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, com 2.000 vezes.

Da mesma forma que a Figura 26, a Figura 27 mostra que a estrutura desta
membrana é densa e ndo apresenta macroporos. A incorporacdo da insulina ndo interferiu
consideravelmente na morfologia dos biofilmes, de modo que ndo foram detectadas

alteracdes visiveis na estrutura das preparacdes estudadas.
5.5 Analise Térmica

Para esta andlise foram escolhidas as preparacdes da quitosana Sigma Aldrich® a

1% pura e com insulina (50 e 100UI), ou seja, B1.1; B1.3; B1.5; B2.1; B2.3 e B2.5
5.5.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial
A Figura 28 apresenta as curvas calorimétricas referentes as preparagdes B1.1, B1.3

e B1.5. Em todas elas é possivel visualizar a presenca de dois eventos principais, sendo o

primeiro endotérmico e o segundo exotérmico. O evento endotérmico pode ser atribuido a
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perda de dgua e o evento exotérmico a decomposi¢do das unidades monoméricas do
polimero corroborando com Azevédo et al., (2010); Zawadzki; Kaczmarek (2010); Guinési;

Carvalheiro (2006) e Sarmento et al. (2006).

DSC
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B1.3
600 ——B15
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200
1° Evento
0.00-
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b
200+
10000 20000 30000 * 40000

Temp |C]

Figura 28. Curvas calorimétricas referentes aos biofilmes de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, GD 85%,
baixa massa molar, sem insulina (B1.1), com 50UI de insulina (B1.3) e 100UI de insulina (B1.5).

Polissacarideos usualmente tém uma forte afinidade por dgua e no estado sélido
estas macromoléculas podem ter estruturas desordenadas, as quais podem ser facilmente
hidratadas. Como se sabe, as propriedades de hidratacdo dos polissacarideos dependem da
estrutura primdria e supramolecular e a presencga de ligacdes de d4gua também tem uma forte
influéncia na natureza polimérfica como um todo da macromolécula (PRASHANTH;
KITTUR; THARANATHAN, 2002).

Foi possivel também constatar a presenca de um terceiro evento endotérmico nas
curvas calorimétricas referentes as preparagdes que contém insulina (B1.3 e B1.5), na
temperatura aproximada de 100,3°C, possivelmente atribuido a presenca da insulina nestas
preparagdes, corroborando com Sarmento et al. (2006), que mencionam a presenca da
insulina relacionada a um evento endotérmico, em temperatura aproximada. Desta forma, €
evidente a compatibilidade entre quitosana e insulina, pois a presenca da insulina parece ter

causado um deslocamento no pico e um efeito diferenciado no primeiro evento térmico.
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A Figura 29 apresenta as curvas calorimétricas referentes as preparacdes B2.1, B2.3

e B2.5.
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Figura 29: Curvas calorimétricas referentes aos biofilmes de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, GD 75%, alta
massa molar, sem insulina (B2.1), com 50UI de insulina (B2.3) e 100UI de insulina (B2.5).

Da mesma forma que a anterior as curvas caracterizam-se pela presenca de dois
eventos principais, sendo o primeiro endotérmico e o segundo exotérmico. O terceiro
evento estd presente em todas as prepara¢des e uma possivel explicacdo para isto é que a
massa molar elevada nas composi¢des B2 se equivaleu aos fendomenos relacionados a
presenca da insulina, quando comparados com os fendmenos das composicdes de baixa
massa molar (B1). Este fendmeno pode estar relacionado com o efeito indutivo e o carater
linear da quitosana.

A Tabela 8 resume os principais dados relacionados aos eventos calorimétricos dos

dois tipos de preparagoes.
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Tabela 8. Dados calorimétricos das preparacdes Sigma Aldrich® de baixa e alta massa molar

(B1 e B2) respectivamente, a razdo de aquecimento 10°C/min.

Eventos calorimétricos

Amostra 1 2
Pico AH Pico AH
Ti(°C) T«(°C) Ti(°C) T:(°O)

(®) (mW/mg) (§®) (mW/mg)
B1.1 31,86 | 80,88 | 112,72 1,86 284,17 | 309,31 | 324,43 1,93
B1.3 30,85 | 75,65 | 105,97 1,53 284,78 | 309,17 | 324,35 1,43
B1.5 29,67 | 76,07 | 105,27 1,54 283,51 | 308,84 | 322,70 2,44
B2.1 27,99 | 98,94 | 109,60 1,58 289,04 | 306,29 | 327,54 1,54
B2.3 28,46 | 65,88 | 104,78 1,30 287,31 | 307,31 | 325,00 1,44
B2.5 26,51 | 68,19 | 104,25 1,88 288,55 | 306,67 | 324,54 2,44

Ti (temperatura inicial); Tf (Temperatura final).

As amostras apresentaram um evento endotérmico com valores descritos na Tabela

8, referente a perda de 4gua associada a grupos hidrofilicos do polimero e sua posterior

degradacdo, corroborando com Azevédo et al, (2010). Também foi constatado um evento

exotérmico, que segundo Guinési e Carvalheiro (2006) estd relacionada a decomposi¢ao

das unidades monoméricas de glicosamina. Para Sarmento et al. (2006), o pico exotémico

resulta da degradacio de polieletrdlitos devido as reagdes de

desidratacdo e

despolimerizag@o, mais provavelmente da descarboxilagdo parcial dos grupos carboxilicos

protonados e reacdes de oxidagao dos polieletrolitos.

5.5.2 Termogravimetria

A Figura 30 mostra as curvas termogravimétricas dinamicas referentes as

~ . . ® . . .
preparacdes Sigma Aldrich™ de baixa massa molar a 1% com e sem insulina.
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Figura 30. Curvas termogravimétricas referentes aos biofilmes de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, GD 85%,
baixa massa molar, sem insulina (B1.1), com 50UI de insulina (B1.3) e 100UI de insulina (B1.5).

A primeira impressdo que se tem ao visualizar as trés curvas € sua similaridade,
estando as curvas praticamente sobrepostas. No entanto, existem diferencas que serao

analisadas apds a exposicao numéricas dos principais dados.

As etapas da decomposicdo térmica constatada na termogravimetria relacionam-se
aos eventos anteriormente descritos na DSC, sendo possivel, por esta razdo, explica-los

com os mesmos argumentos apresentados na andlise apresentada anteriormente.

A Figura 31 apresenta as curvas termogravimétricas dindmicas referentes as
~ . .1 ® . . ~
preparacdes Sigma Aldrich™ de alta massa molar a 1% com e sem insulina, que estdo sendo

analisadas nesta técnica de caracterizagao.
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Figura 31: Curvas termogravimétricas referentes aos biofilmes de quitosana Sigma Aldrich® a 1%, GD 75%,
alta massa molar, sem insulina (B2.1), com 50UI de insulina (B2.3) e 100Ul de insulina (B2.5).

A decomposi¢ao térmica das preparagdes também apresentou trés etapas de perda
de massa (%). A similaridade entre as curvas é ainda maior e sua diferenciacdo estd melhor

evidenciada na Tabela 9.

Tabela 9. Dados termogravimétricos dindmicos das preparacdes Sigma Aldrich® de baixa e alta
massa molar (B1 e B2) respectivamente.

Etapas de decomposicio

1 | 2 3
Amostras Perda Perda Perda
Ti Tf de Ti Tf de Ti Tf de
(&S} (&S} massa (0] (0] massa (&0} (&8} massa
(%) (%) (%)

B1.1 | 33,91 | 109,59 | 12,177 | 226,98 | 400,13 | 40,156 | 399,16 | 840,08 | 44,302

B1.3 | 32,82 | 148,67 | 12,791 | 249,15 | 357,87 | 34,733 | 358,42 | 893,76 | 39,858

B1.5 | 34,77 | 141,82 | 10,674 | 247,22 | 355,92 | 35,492 | 355,92 | 896,12 | 34,061

B2.1 | 33,08 | 109,99 | 11,882 | 256,11 | 398,39 | 40,204 | 398,39 | 896,09 | 43,016

B2 | B2.3 | 32,64 | 109,58 | 12,083 | 254,68 | 406,36 | 41,597 | 406,36 | 897,70 | 43,361

B2.5 | 34,06 | 120,42 | 12,880 | 252,98 | 404,79 | 40,511 | 404,79 | 897,61 | 43,699
Ti (temperatura inicial); Tf (Temperatura final).

B1

Os dados estdo em consonancia com os de Zawadzki e Kaczmarek (2010), em que

na primeira etapa, a perda de massa ocorreu em torno de 10% e foi atribuida a adsor¢ado de
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agua, que € evaporada a temperaturas relativamente baixas (abaixo de 100°C). Isto pode
significar que a agua esteja fisicamente adsorvida ou ligada fracamente a pontes de
hidrogénio nas cadeias de quitosana.

Os mesmos autores atribuem os proximos 10% de perda de massa, a perda de dgua
fortemente ligada a estrutura. O principal estigio de degradacdo € atribuido a
despolimerizacdo da cadeia da quitosana, a decomposi¢do do anel de piranose através da
desidratacdo, a desaminacao e finalmente as reacdes de rompimento do anel.

Considerando as preparacdes de baixa massa molar (B1), embora, aparentemente,
ndo haja diferencas considerdveis nos numeros apresentados, ao compararmos as trés
preparagdes em andlise, observa-se que a preparacdo que contém apenas quitosana
apresentou uma perda de massa mais acentuada do que as preparacdes que contém
quitosana e insulina. Esta diferenca pode ser constatada ao somarem-se as perdas de massa
verificadas nas trés etapas de decomposi¢cdo, sendo mais evidente nas duas ultimas. Nas
preparacdes de alta massa molar esta constatacao nao pode ser verificada.

Também considerando as preparacdes de baixa massa molar foi evidenciada uma
diferenca na primeira etapa de decomposi¢do, pois a faixa de temperatura da preparagcao
que nao contém insulina foi menor do que as das preparacdes que contém insulina. Para
esta mesma preparacdo, a faixa de temperatura da segunda etapa de decomposi¢cdo foi
maior na preparacdo de quitosana pura € menor nas preparacdes que contém insulina.
Continuando a andlise, observa-se que na terceira etapa, a faixa de temperatura de
decomposicdo foi menor na preparagdo de quitosana pura € maior nas preparagdes que
contém insulina. Nas preparagdes de alta massa molar, estas tendéncias nao foram

reveladas.

5.6 Ensaios de Biodegradacao

Na avaliacdo deste ensaio, foi considerada a perda de massa das amostras
degradadas em dois lotes.

A Tabela 10 apresenta os resultados de perda de massa, obtidos através do calculo
das médias das preparacdoes de biofilmes submetidos a lisozima (B1.1, B1.3 e B1.5) e

somente ao tampao PBS (B1.1T, B1.3T e B1.5T), com respectivos desvios padrao.
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Tabela 10. Perda de massa percentual de biofilmes de quitosana e quitosana/insulina submetidos a
ensaios de biodegradacgdo e respectivos desvios padrdo

Lote 1°lote 2° lote
Tipo Média (%) D.Padrao Média (%) D.Padrao
Bl.1 12,5 0,5 15,1 0,7
B1.3 17,9 0,4 22,1 0,6
B1.5 16,4 0,5 18,6 0,6
BI1.1T 1,6 0,3 2,2 0,7
B1.3T 1,4 0,5 2,3 0,3
B1.5T 1,7 0,6 1,9 0,4

Os dados visualizados na Tabela 9 serviram de base para a elaborag¢do da Figura 32.

Observou-se que dentre as amostras que foram submetidas a acdo da lisozima, o biofilme

B1.3 apresentou maior perda de massa do que os biofilmes B1.1 e B1.5 e que o B1.1

apresentou menor perda de massa que o B1.5.

25

Perdade
massa (%)

20 A

15 A

10 A

7 dias

14 dias

EBl.1
EB1.3
mB1l.5
EB1.1T
EB1.3T
B B1.5T

Figura 32. Perda de massa expressa em percentual dos biofilmes submetidos a acdo da lisozima
(B1.1, B1.3 e B1.5) e ao Tampao PBS (B1.1T, B1.3T e B1.5T)
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Foi possivel constatar que esta perda ocorreu de forma gradativa entre os dois lotes
e que as amostras que foram expostas ao tampao PBS tiveram perda de massa minima.
Comparando estes resultados com os que foram obtidos no ensaio de difracdo de Raios X,
verificamos que os dados obtidos estdo coerentes entre si e com a literatura, pois as
amostras que apresentaram maior grau de cristalinidade apresentaram menor perda de
massa.

A lisozima € a principal enzima responsdvel pela degradacdo in vivo da quitosana,
através da hidrélise dos residuos acetilados. A velocidade de degradacdo da quitosana é
inversamente proporcional ao grau de cristalinidade e ao grau de desacetilacdo. Uma
correlacdo direta entre o grau de desacetilagcdo da quitosana e a adesdo celular tem sido
observada e € considerada de grande relevancia para a engenharia de tecidos
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009; MARTINO; SITTINGER; RISBUD, 2005). Neste
trabalho, ndo foi possivel avaliar a degradacdo do material em funcdo do grau de
desacetilacdo, pois neste experimento s foram utilizadas amostras de um mesmo grau de

desacetilagdo.

5.7 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macréfagos
Este teste teve o objetivo de avaliar a viabilidade das células perante o material

produzido para uso em organismos vivos.
5.7.1 Obtengao das células do Exsudado Peritoneal

As células foram obtidas pela técnica descrita na metodologia e apresentaram aspecto
caracteristico de macrofagos de exsudado peritoneal com morfologia apresentada na Figura

33. Os macréfagos mostrados correspondem aos que foram coletados nos camundongos

utilizados na pesquisa que fundamentou este trabalho.
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Figura 33. Células obtidas do exsudato peritoneal de Camundongos Swiss apds 3 dias de estimulagdo com
inoculagdo peritoneal de 3 mL de tioglicolato de sédio
e Imagem feita em Microscépio 6tico (MO)

A utilizagdo de tioglicolato trés dias antes do periodo de coleta do exsudado
peritoneal, proporcionou uma alta concentracdo de macréfagos no peritdnio,
proporcionando a coleta por meio da pela introducdo de tampao PBS na cavidade
peritoneal. Uma vez obtidas as células do exsudado peritoneal procedeu-se a sua contagem
em Camara de Neubauer, conforme relatado na metodologia e ajustada a concentracio para

a obten¢@o do volume requerido, sendo dado prosseguimento a cultura de células.

5.7.2 Avaliagado da Viabilidade Celular de Macrofagos

Os biofilmes testados apresentaram como média uma viabilidade celular acima de

66%. A Figura 34 foi construida com os valores obtidos.
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Figura 34. Viabilidade de macréfagos de camundongos Swiss na presenca dos biofilmes B1.1, B1.5,
B2.1e B2.5. Foram preparadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentracdo de
5x10° células/mL. Solu¢io de MTT foi adicionada a cultura de macréfagos peritoneais previamente
incubados com discos de biofilmes B1.1, B1.5, B2.1e B2.5, ou LPS 10ug/mL ou somente meio de cultura
durante 24h de incubacdo

As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade e estdo representadas na dltima coluna (CN = controle
negativo). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de triplicata de 3
animais.

As quatro primeiras colunas expressam os resultados de viabilidade dos biofilmes de
baixa e alta massa molar de quitosana pura e com insulina. O valor minimo requerido para
o teste de biocompatibilidade € de 50% (BISPO, 2009). Portanto, os valores obtidos neste
teste, revelam que o material em estudo € considerado compativel para uso como
biomaterial, podendo-se, a partir dos resultados, inferir que todas as matrizes produzidas

mostram-se promissoras para serem testadas em ensaios in vivo.
A coluna LPS diz respeito a um teste efetuado com lipopolissacarideo e € util para

comprovar a viabilidade das células utilizadas, nesta dosagem da substancia permanecendo

um quantitativo maior de células vidveis do que o préprio material testado.
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Os testes de citotoxicidade utilizando culturas de células foram aceitos como o
primeiro passo na identificacdo de compostos ativos para serem usados em testes de

biosseguranca.

5.7.3 Determinacdo da produgdo de oxido nitrico

Uma das principais funcdes dos macréfagos no organismo estd relacionada a
producdo de 6xido nitrico, que é convertido nos nitratos. Esta conversdo se d4 através da
acdo da enzima NO sintetase induzida (iNOS), cuja sintese € estimulada por citocinas, tal
como y-interferon. Uma vez iniciada a producdo de 6xido nitrico pela iNOS, ela se
prolonga por vérias horas e em concentragdes altas o suficiente (da ordem de uM) para se

mostrarem téxicas a célula-alvo (QUEIROZ; BATISTA, 1999; BOGDAN, 2001).

A produgido de 6xido nitrico pelos macréfagos a partir da exposicao aos biofilmes
testados situou-se na faixa de 42 a 64 pmols/mL que podem ser considerados valores
positivos, pois situam-se acima do valor do controle negativo e abaixo do valor do controle

positivo. A Figura 35 ilustra a produ¢ao de 6xido nitrico.
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Figura 35. Producio de 6xido nitrico por macréfagos de camundongos Swiss na presenca dos biofilmes
B1.1, B1.5, B2.1e B2.5. Foram preparadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentragio de 5x10° células/mL. Meio de cultura RPMI-16400 foi adicionado a cultura de macréfagos
peritoneais previamente incubados com discos de biofilmes B1.1, B1.5, B2.1e B2.5, ou LPS 10ug/mL ou
somente meio de cultura durante 24h de incubacgdo. As preparac¢des foram colocadas em contato com reagente
de Griess por 3 horas. As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade. Os resultados foram expressos como média + desvio padrio de triplicata
de 3 animais
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A Tabela 11 apresenta os valores obtidos pelos teste de Tukey par.a os biofilmes

testados e respectiva significancia.

Tabela 11. Andlise de Variancia - ANOVA Teste de Tukey para os biofilmes testados confrontados
com o padrio positivo e negativo

Preparacdes Valores
B11 vs LPS -43.314 5.018 ** P<0.01
B15 vs LPS -62.513 7.634 *** P<(.001
B21 vs LPS -64.900 7.925 *** P<(.001
B25 vs LPS -56.095 6.850 *** P<(.001
LPS vs CN 90.019 10.993 *** P<0.001
B11 vs CN 46.705 5.411 ** P<0.01

O organismo utiliza o NO em funcdes fisiolégicas nas quais € necessdria uma
resposta rdpida, devido a sua penetragdo intracelular sem intermedidrios membranosos. O
NO também faz parte do arsenal de primeira defesa do organismo com poder microbicida.
Assim, estd demonstrado sua acdo antibactericida, antiparasitica e antiviral. Nestes casos, o
NO atua em concentracdes maiores do que as de mensageiro, sendo t6Xico aos micro-
organismos invasores. O limite de concentracdo tissular de NO entre a ndo-toxicidade as
células do hospedeiro e a toxicidade necessdria para a¢do antimicrobicida, é ténue. No caso
de doencas autoimunes e situagdes de sobrecarga exageradas do organismo, o NO encontra-
se em concentragdes toxicas para as células do organismo (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).

E importante enfatizar que a regulacdo precisa da produgio de éxido nitrico (NO)
pela atividade da enzima iINOS € necessdria, tanto para processos de regeneracao epitelial e
de utilizacdo de biomateriais, pois seus efeitos sao dose dependentes. Ressalte-se que uma
alta concentracdo de 6xido nitrico local pode levar a uma rejeicdo do biomaterial. Além
disto, esta molécula atua como mediadora no processo de re-epitelializagdo sendo
importante no processo de regeneracdo do tecido epitelial, além de outras funcdes
relacionadas (COSTA JR.et al., 2003).

E essencial que os biomaterias ndo estimulem a producio exacerbada de 6xido

nitrico, nem inibam sua sintese por células estimuladas, uma vez que ambos estes eventos
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levariam a problemas na sua utilizacdo em médio e longo prazo. Diante disso, os resultados
aqui apresentados sdo promissores € estimulantes para que o estudo tenha continuidade
aprofundando mais essa inter-relacio material/hospedeiro.

Por outro lado, foi observado também que, nas condi¢Oes estabelecidas neste
estudo, ndo foi constatada acdo antiinflamatéria da quitosana, pois para isto seria necessario
que os niveis de producdo de 6xido nitrico estivessem abaixo dos valores apresentados pelo

controle negativo.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, através da aplicacdo da metodologia desta pesquisa,
pode-se concluir que:

e O processo utilizado para a obtencdo do biofilme (biomaterial) constituido de uma
matriz polimérica de quitosana e do fdrmaco insulina mostrou-se eficaz. Os
resultados obtidos nos ensaios de FTIR, tensdo superficial e DRX constataram esta
formacao.

e A morfologia do biofilme ndo foi modificada significativamente com a presenca da
insulina, em quaisquer das concentracdes e do tipo de quitosana utilizada, sendo a
morfologia caracteristica de polimeros de natureza fibrosa, tipica da quitosana.

e Os ensaios realizados por difracdo de raios X demonstraram a variagdo da
cristalinidade nas composicdes com maior cristalinidade para a preparacdo Sigma
Aldrich® a 1%/alta massa molar (B2.1) e menor para a preparacdo Sigma Aldrich®
a 1,5%/ baixa massa molar/S0UI de insulina (B1.4).

e O DSC acusou trés eventos térmicos mostrando que a presenca da insulina nas
preparacdes de baixa massa molar se equivaleu aos efeitos constatados em uma
preparacdo de alta massa molar.

e A perda de massa constatada na TG foi mais acentuada nas preparacdes que
continham apenas quitosana e as faixas de temperatura em que ocorreram estas
perdas de massa foram diferentes nas preparagdes que continham quitosana e
insulina.

e Os ensaios de biodegradagdo foram aplicados aos biofilmes Sigma Aldrich® /baixa
massa molar (B1l) resultando numa maior degradagdo para a composi¢cdo que
contém quitosana/50UI de insulina (B1.3) e menor para a composi¢cdo que contém
apenas quitosana (B1.1).

e Os ensaios de toxicidade demonstraram nas composicdes B, a viabilidade da
continuacdo dos estudos que garantam a utilizacdo deste sistema para o tratamento

do Diabetes mellitus.
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A quitosana tem sido apresentada por diversos autores como um excelente material
a ser explorado como veiculo de preparacdes cosméticas e farmacéuticas, devido as suas
caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e perfil atéxico. Suas
propriedades biolégicas tém sido explicadas, muitas vezes, pelo grupamento aminico livre,
suscetivel de protonagao.

Além disto, a possibilidade de reutilizacdo de um material obtido a partir de
residuos da industria pesqueira traz viabilidade econdmica e ecoldgica ao material
desenvolvido neste projeto que, devido a interacdo eletrostitica entre a molécula de
quitosana e a molécula de insulina aponta para uma possibilidade real de desenvolvimento
de um novo material, que servird como alternativa no tratamento do Diabetes mellitus.

Os resultados das andlises fisico-quimicas, termoanaliticas e bioldgicas fornecem
subsidios para afirmar que existe uma compatibilidade entre os dois materiais e que o
material desenvolvido apresenta forte potencial para novas pesquisas, que viabilizem a
utilizacdo do material em sistemas de liberacdo controlada de farmacos para o tratamento
do Diabetes mellitus.

Considerando a relevancia do assunto e a caréncia de docentes/pesquisadores na
area nos diversos seguimentos compreendidos na pesquisa, este trabalho representou clara
importancia cientifica e tecnolégica na formacao de quadros para as Universidades de nossa
regido, possibilitando inclusive, a integracao das Instituicdes envolvidas. Como docente do
Departamento de Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba, atuante na disciplina
Farmacotécnica e em Grupos de Assisténcia Farmacéutica de Hipertensos e Diabéticos, este
trabalho abriu uma perspectiva pessoal de atuacdo para a pesquisadora, que consolidou

conhecimentos tedricos e alavancou a pesquisa nesta drea, em sua instituicdo de origem.
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