UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA

E ENGENHARIA DE MATERIAIS
A Oxgs LS

MEMBRANAS POROSAS DE QUITOSANA/ GELATINA PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE INSULINA

PAULA CHRISTIANNE GOMES GOUVEIA SOUTO MAIA

CAMPINA GRANDE
2015



PAULA CHRISTIANNE GOMES GOUVEIA SOUTO MAIA

MEMBRANAS POROSAS DE QUITOSANA/ GELATINA PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE INSULINA

Dissertacdo  apresentado a  banca
examinadora do Programa de Pés
Graduacado em Ciéncias e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal de
Campina Grande, Area de Concentragédo:
Materiais Avancados: Polimeros, como
exigéncia final para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias e Engenharia de
Materiais.

Orientador: Prof. Dr. ROMUALDO RODRIGUES DE MENEZES
Orientador: Prof. Dr. MARCUS VINICIUS LIA FOOK

CAMPINA GRANDE
2015



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL DA UFCG

M217d Maia. Paula Christianne Gomes Gouvela Souto.
Membranas porosas de quitosana/gelatina para liberagdo
controlada de msulma / Paula Christianne Gomes Gouvela Souto
Maia. — Campina Grande, 2015.
70 £ : color.

Dissertacio (Mestrado em Ciéncias e Engenharia de
Mateniais) — Universidade Federal de Campina Grande. Centro de
Ciencias e Tecnologia. 2015.

"Orientacdo: Prof. Dr. Romualdo Rodrigues de Menezes, Prof.
Dr. Marcus Viniems Lia Fook".
Referéncias.

1. Qutosana. 2. Insulina. 3. Gelatma. 4. Biomateriais.
5. Liberacdo Controlada. I Menezes. Romualdo Rodrigues de
Menezes. I1. Fook, Marcus Vimicius Lia. I Titulo.

CDU 677.473(043)




MEMBRANAS POROSASDE QUITOSANA/GELATINA PARA LIBERAGAO
CONTROLADA DE INSULINA

PAULA CHRISTIANNE GOMES GOUVEIA SOUTO MAIA

Dissertacao aprovada em 19/06/2015 pela banca examinadora constituida dos
seguintes membros:

Mﬂ’-\/ﬁf“'}m

Dr. Romualfio Rodrigues de Menezes
Orientador
PPG-CEMat/UAEMa/UFCG

)“ﬂ”w‘ \[mww ‘A ‘g’ﬂ)

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

Dr.2 Waldénia PerdirdFreire
Examinadora Externa

CCBS/UEPB

Qodsize (s a/a %ﬁt d@&/\a

Dr. Rofrigo José da Silva Lima
xaminador Externo
UFCG




DEDICO a Deus, minha eterna fonte de inspiracao.



AGRADECIMENTOS

Ter um coracgao grato em todas as circunstancias é a vontade de Deus para
nés. Mas conseguir agradecer a todos aqueles que foram imprescindiveis para a
realizacdo desse trabalho, torna essa tarefa muito dificil de realizar.

Ao meu orientador, professor Marcus Vinicius Lia Fook que, com carinho,
aceitou a tarefa de me orientar num momento em que poucos acreditavam que esta
dissertacao viesse a ser concluida. Sem a sua paciéncia de me escutar, de enxugar
minhas lagrimas e de ouvir minhas inquietudes, certamente nao teria conseguido
ordenar as ideias e conclui-las. A ele, pela amizade e atencdo, devo essa
dissertagao.

Ao pesquisador Rossemberg Cardoso Barbosa pela infinita disponibilidade,
por todos os ensinamentos e pela impecavel ajuda na conducao desse trabalho.

Ao doutorando Wladymyr Jefferson Bacalhau de Sousa pela colaboracéo
inestimavel, por cuidar das revisées e de meus prazos.

A Gildenia Pinto dos Santos Trigueiro verdadeira companheira de fé e de
pesquisa, gostaria de registrar que é sempre muito acalentador poder contar com
um ombro amigo. A ela, que nos momentos de angustias e dificuldades, sempre
teve uma palavra de incentivo além de ndo ter me deixado desistir. Nos percorremos
este caminho juntas, nos complementando e nos fortalecendo, agradeco
eternamente.

Aos colaboradores (servidores publicos) do CERTBIO/ UFCG, pela atencao e
solicitude com que me atenderam durante a realizagdo da pesquisa. Numa época de
governo neoliberal, que procura denegrir e dizimar o servigo publico brasileiro, €
muito encorajador encontrar pessoas que permanecem entendendo a importancia
desse tipo de servigo.

Aos amigos e colegas da UFCG e das Faculdades Integradas de Patos, pelo
incentivo e pelo apoio constantes percebi que o aprendizado € uma construgcéao
diaria cujo ingrediente principal é o afeto. A Tiago Bezerra e Neomiza Costa (Miza)
pela incrivel disponibilidade oferecida. Vocés foram simplesmente essenciais.

A Igreja que se reune em Patos, pelas incansaveis oracdes, palavras de apoio

e encorajamento em todos 0os momentos.



Por fim agradeco ao meu esposo Eumar Maia (Jr Maia), aos meus filhos (lgor,
Marina, Maria lzabel, Manoel Neto e Felipe), as minhas maes (Tia Edna — in
memoriam e Diraci), minhas irmas de sangue e de fé (Andréa, Deborah, Lucia,
Tamires, Anna Carolina, Brigida e Marta). Deixei vocés por ultimo, porque sempre
deixo o melhor para o final, e vocés sdo o melhor da minha vida.

Obrigada amor, pelo seu apoio incondicional a longo deste processo de
dissertacdo e de muitos outros. Obrigada por acreditar em mim, mesmo quando eu
nao acreditava. Vocé é o melhor de Deus para mim.

Aos meus filhos, por estar ao meu lado sempre e por terem tido paciéncia de
esperar que a tarefa chegasse ao final.

A minha tia-mae, Tia Edna que sempre me apoiou e incentivou em tudo que
fiz na vida, e com certeza se estivesse desse lado da vida estaria comigo
incondicionalmente. Obrigada minha tia-mae, por tudo que vocé me deu e pelo amor
e cumplicidade em todas as circunstancias.

A minha mae, pelo amor incondicional, pelo carinho e afeto. Por compreender
minhas auséncias. Reparto a alegria e a satisfagdo do trabalho concluido.

As minhas irmas, pelo afeto, solidariedade e compreensao. A Brigida e Marta, que
comigo partilharam e preencheram, para meus filhos, a auséncia da mae, agradeco

profundamente.



Evaminai tude. Betende o bem.

(Tessalonicenses 5:21)



RESUMO

O estudo sobre sistema de liberacdo controlada de farmaco esta em constante
crescimento, pois visa melhorar e prolongar o controle da administracdo de
farmacos. Insulina oral é um sonho dos pacientes e um desafio para os cientistas.
Para os doentes, ndo € apenas o alivio da dor da aplicacdo de multiplas injecdes,
mas também a protecdo das células betas do péancreas. A quitosana €& um
biomaterial considerado atoxico, ndo alergénica, biodegradavel, biofuncional,
biocompativel e as suas atividades bioldégicas compreendem a acao antioxidante,
antimicrobiana, analgésica, aceleracao da cicatrizacdo, anti-inflamatérias além de
ser muito estudada como matriz polimérica em sistemas de liberagdo controlada de
farmacos. A gelatina por sua vez esta sendo muito utilizada na area farmacéutica
com a finalidade de favorecer o intumescimento do sistema e consequentemente
acelerar o processo de liberacdo. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
desenvolver membranas de quitosana, gelatina e insulina para uso em sistema de
liberagdo controlada de farmacos. As membranas desenvolvidas foram
caracterizadas pelas técnicas de Difracdo de raios-X (DRX), Espectroscopia na
Regiao de Infravermelno com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) com Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios
X (EDS) e Microscopia Optica (MO). Na técnica de DRX verificou que o que nao
ocorreu alteragéo significativa na cristalinidade das membranas. Com a técnica de
FTIR verificou que a gelatina, insulina e o tripolifosfato de sédio nao interferiram nos
grupos funcionais de superficie da quitosana, mantendo desta forma as
propriedades da mesma. No EDS foi possivel detectar os elementos quimicos
caracteristicos do material. Foi possivel perceber, através das técnicas de MO e
MEV, alteracdo na morfologia da membrana contendo insulina, gelatina e
tripolifosfato de sédio quando comparada a de quitosana pura. Baseado nos
resultados pode-se concluir que a insulina foi encapsulada pela quitosana e que a
presenca da gelatina influenciou no tamanho e forma dos poros das membranas e
que a neutralizagdo com NaOH diminuiu a quantidade de aglomerados nas
superficies dos arcaboucos reticulados com tripolifosfato de sédio.

Palavras-chaves: Quitosana. Insulina. Gelatina. Biomateriais. Liberacdo Controlada.



ABSTRACT

The study of drug controlled release system is constantly growing, it aims to improve
and extend the control of drug administration. Oral insulin is a dream of patients and
a challenge for scientists. For patients, it's not just pain relief applying multiple
injections, but also the protection of beta cells of the pancreas. Chitosan, a
biomaterial is considered non-toxic, non-allergenic, biodegradable, biofunctional,
biocompatible and their biological activities include the antioxidant action,
antimicrobial, analgesic, acceleration of wound healing, anti-inflammatory as well as
being widely studied as polymer matrix systems controlled drug release. Gelatin turn
is being widely used in the pharmaceutical field for the purpose of favoring the
system swelling and consequently accelerate the release process. Thus, this study
aimed to develop chitosan membranes, gelatin and insulin for use in controlled
release system of drugs. The developed membranes were characterized by powder
Diffraction X-ray (XRD), spectroscopy in the infrared region with a Fourier transform
(FTIR) analysis, Scanning Electron Microscopy (SEM) with Energy Dispersive
Spectroscopy X-ray (EDS) and Microscopy optical (MO). In XRD technique we found
that what was no significant change in the crystallinity of the membranes. With FTIR
technique found that gelatin, insulin and sodium tripolyphosphate did not affect the
surface functional groups of chitosan, thereby maintaining the properties thereof. The
EDS was possible to detect the characteristic chemical elements of the material. It
was possible to see, through the techniques of OM and SEM, change in morphology
of the membrane containing insulin, gelatin and sodium tripolyphosphate compared
to pure chitosan. Based on the results it can be concluded that insulin was
encapsulated by chitosan and the presence of the gelatin influence the size and
shape of the pores of the membranes and neutralization with NaOH decreased the
amount of agglomerates on the surfaces of scaffolds crosslinked with sodium
tripolyphosphate.

Keywords: Chitosan. Insulin. Gelatin. Biomaterials. Controlled Delivery.
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1 INTRODUCAO

A quitosana é um polissacarideo obtido, normalmente, a partir da quitina, onde
€ possivel obter quitosana com diferentes graus de desacetilacdo e diferentes
massas moleculares, sendo estes fatores extremamente importantes no que diz
respeito as suas propriedades funcionais (EMBUSCADOQ; HUBER, 2009). E insoltvel
em agua a pH neutro, contudo, devido a protonagdo dos grupos amina, € possivel
solubiliza-lo em solugbes aquosas de acidos organicos, como acidos acético, lactico,
férmico e citrico, e em acidos inorganicos diluidos, como o acidos cloridrico, nitrico e
perclérico (ROMANAZZI et al., 2009; SANTOS, 2006). Ela é considerada atoxica,
nao alergénica, biodegradavel, biofuncional, biocompativel e as suas atividades
biologicas compreendem a agédo anti-oxidante, antimicrobiana, analgeésica,
aceleragdo da cicatrizagao, anti-inflamatérias além de ser muito estudada como
matriz polimérica em sistemas de liberacdo controlada de farmacos (AIDER, 2010,
YANG et al., 2010).

Caracteristicas da quitosana como tempo de degradacdo, capacidade de
intumescimento, hidrofilicidade entre outras podem ser potencializadas quando a
mesma esta associada outros polimeros biodegradaveis como a gelatina. Silva,
(2013) afirma que a interacdo entre a quitosana e a gelatina em sistema para
liberacdo de heparina é efetiva e que a adigdo da gelatina favoreceu o
intumescimento do sistema e conseqlentemente acelera o processo de liberagdo da
heparina.

A gelatina é um produto reconhecido pelas pessoas na sua forma tradicional
para sobremesa e € utilizada na &rea alimenticia, mas também na area farmacéutica
e técnica (adesivos, téxtil, etc.).

Holanda, (2011) concluiu que membranas de quitosana desenvolvidas para
liberac&o controlada de insulina apresentam viabilidade para serem utilizadas como
biomaterial, renovando a esperanca de uma melhor qualidade de vida para milhares
de pessoas portadoras de Diabetes Mellitus que esperam ansiosamente por
alternativas menos invasivas para a administragao da insulina.

Insulina oral é um sonho de pacientes e um desafio para os cientistas. Para os
doentes, ndo é apenas o alivio da dor da aplicagdo de multiplas injegdes, mas
também a protecao das células beta do pancreas, o ganho de peso associado com
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as injecdes de insulina e correcao do pico de insulina inicial na aplicacao parenteral
(IYER, 2010).

O estudo sobre sistema de liberacao controlada de farmaco esta em constante
crescimento, pois visa melhorar e prolongar o controle da administracdo de

farmacos. Desta forma, este trabalho propde a investigacdo de membranas de

quitosana com gelatina para utilizagcdo como sistema controlado de insulina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas de quitosana/gelatina/insulina para uso em sistema

de liberagéo controlada de farmacos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer condicbes de processamento para preparacao de membranas de
quitosana/ gelatina pelo processo de congelamento e liofilizagc&o;

o Produzir membranas de quitosana/gelatina/insulina com e sem neutralizacao;
o Avaliar a influéncia da incorporacdo da gelatina com a quitosana no sistema
de liberacao controlada;

o Comparar as membranas quitosana/gelatina/insulina com e sem neutralizacao

quanto as suas propriedades quimicas, morfolégicas e cristalinidade;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 SISTEMA ENDOCRINO

O sistema endocrino, em conjunto com o sistema nervoso, regula e controla
todas as funcbes de nosso organismo (CORTEZ, 2008). O sistema endocrino
comporta um conjunto de 6rgdos que atuam secretando hormoénios, esses 6rgaos
recebem o nome de glandulas enddcrinas os horménios sintetizados sdo secretados
no sangue, que serve como veiculo para a distribuicdo. Entretanto, esse termo vem
adquirindo um significado mais amplo, sendo utilizado para designar qualquer
molécula sinalizadora capaz de gerar respostas em determinada célula.

(SILVERTHORN, 2010). A Figura 1 ilustra o sistema enddcrino e seus hormonios.

Figura 1 - Sistema enddcrino e seus hormonios.
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Fonte: http://www.oup.co.uk/best.textbooks/medicine/humanphys/illustrations, 2015.
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3.2 PANCREAS

O pancreas é glandula mista, cuja porcdo exocrina constitui 98% de seu
volume e envolve a porgdo endocrina. Além da proximidade anatdémica das duas
por¢cdes, ha uma interagdo morfoldgica e funcional entre ambas. A porgéo enddcrina
ou ilhotas de Langerhans é, por sua vez, constituida por quatro tipos celulares que
produzem hormdnios distintos e que tem uma interacdo paracrina, ou seja, um
hormbnio produzido por uma célula age sobre células vizinhas a ele; sédo elas:
células B (61%) que produzem insulina, células a (16%) glucagon, células & (9%)
somatostatina e células produtoras do polipeptideo pancreatico (14%) (MENDES, et
al., 2009). A Figura 2 ilustra o pancreas.

Figura 2 - Pancreas
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Fonte: http://www.diabetes.org.br/, 2015

3.3 INSULINA

A descoberta da insulina em 1921 foi um dos mais importantes avangos da
medicina, embora houvesse muitos efeitos colaterais, devido as impurezas. Na
década de 60, utilizando um processamento mais apropriado para purificacao houve
uma atenuacdo dos efeitos colaterais e em 1978 juntamente com a tecnologia do
DNA recombinante, foi introduzido o gene da insulina no genoma de uma bactéria
fazendo com que ela reproduzisse uma insulina idéntica a humana (NEWS
MEDICAL, 2013).
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Hoje em dia, a insulina utilizada é de origem humana, fabricada a partir da
técnica do DNA recombinante, utilizando uma cepa nao patogénica da Escherichia
coli. HA uma codificagdo e a insulina humana é introduzida na bactéria que é
cultivada por fermentagéo, produzindo as cadeias A e B da insulina humana. Apds
purificacdo essas cadeias sado reunidas, constituindo uma cadeia de insulina que é
quimica, fisica e imunologicamente equivalente a do pancreas humano (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007)

A insulina humana € um polipeptideo formado por duas cadeias (alfa e beta)
de aminodcidos, conectadas por pontes dissulfeto, com massa molar 5808. A cadeia
a possue 21 aminoacidos e a cadeia B 30 aminoacidos. Seu precursor é a pré-pré-
insulina, que ap6s sofrer protedlise transforma-se em horménio ativo. E o principal
horménio regulador do metabolismo energético € sintetizada pelas células beta das
ilhotas pancreaticas (BLISS, 1983). A Figura 3 llustra a insulina

Figura 3 - Insulina
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Fonte: SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007.
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3.3.1 Tipos de Insulina

A média diaria de insulina necessaria para manutencgao da terapia do paciente
com diabetes tipo 2 é frequentemente mais baixa, por exemplo 0,3 a 0,6 Ul/kg/dia,
dependendo do paciente. Insulina Humana Recombinante - NPH também pode ser
usada em combinacdo com agentes hipoglicemiantes orais (AHO) em diabetes do
tipo 2, quando a terapia usando somente agentes hipoglicemiantes orais for
insatisfatoria no controle dos niveis de glicose sanguinea (NATHAN, 2009).

Interacoes Medicamentosas

Varias drogas s@o conhecidas por interagir com o metabolismo da glicose.
Portanto, estas possiveis interacées devem ser consideradas pelo médico.

As seguintes substancias podem reduzir as necessidades de insulina:

Agentes hipoglicemiantes orais (AHO), octreotideo, inibidores da monoamino
oxidase (IMAO), agentes betabloqueadores nao-seletivos, inibidores da enzima
conversora da angiotensina (ECA), salicilatos, alcool, antibidticos sulfonamida,
esterdides anabdlicos, quinina, quinidina e agentes bloqueadores alfa-adrenérgicos
(KOROLKOVAS, 2013).

As seguintes substancias podem aumentar as necessidades de insulina:

Contraceptivos orais, tiazidas, glicocorticbides, hormobnios da tiredide,
simpatomiméticos, horménio do crescimento, diazéxido, asparaginase, &cido
nicotinico. Os agentes beta-bloqueadores podem mascarar os sintomas da
hipoglicemia. O &lcool pode intensificar e prolongar o efeito hipoglicémico da

insulina.

3.3.2 Armazenagem da Insulina

Manter os frascos-ampola, que ndo esta utilizando dentro da embalagem
original entre 2°C e 8°C, por até 24 meses, na geladeira, ndo muito proximos do
compartimento do congelador. Se a insulina for congelada, ndo poderd mais ser
utilizada.

O frasco-ampola que vocé estiver usando deve ser mantido, referencialmente,
na geladeira, entre 2°C e 8°C. Mas também pode ser mantido em temperatura
ambiente (até 25°C) por até 6 semanas .
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O medicamento ndo deve ser exposto a luz solar direta ou a altas
temperaturas. (KOROLKOVAS, 2013).

3.3.2 Distribuicao e degradacao da insulina

A meia-vida da insulina circulante em seres humanos é de aproximadamente
8 minutos e sua degradacdo dentro de aproximadamente uma hora apds a sua
liberagdo inicial na circulacdo, ocorrendo principalmente no figado (NEWS
MEDICAL, 2012).

Os efeitos da insulina sobre a glicose € o metabolismo lipidico ocorrem
minutos apds a exposicao de células sensiveis a este horménio. Desta forma, o
inicio da acéo da insulina apos injecées endovenosas é muito rapido, mas de curta
duracao e sua depuragao ocorre dentro de 1 hora (LAWRENCE, 1997).

Uma vez a insulina secretada no sangue, ela é removida quase tao
rapidamente e, a seguir, degradada. O figado é o maior responsavel por isso. Por
conseguinte a insulina circula durante menos de 10 minutos. Essa rapida destruicao
€ importante porque, as vezes, € tdo essencial que as func¢des do controle da
insulina sejam interrompidas rapidamente, quao importantes é o rapido acionamento
de sua atividade. (PESSIN; SALTIEL, 2000).

Acao da insulina sobre o metabolismo dos carboidratos: Logo ap6s uma
grande refeicdo com carboidratos, a glicose absorvida no sangue ocasiona rapida
secrecao de insulina. Essa, por sua vez, ocasiona rapida captacao, armazenamento
e uso da glicose, por quase todos os tecidos organicos, porém especialmente pelo
figado, pelos musculos e pelo tecido adiposo (CZECH; CORVERA, 1999).

Efeito da insulina na promocéo da captagdo hepatica, do armazenamento e
uso da glicose: Um dos efeitos mais importantes da insulina é fazer com que a maior
parte da glicose absorvida apds a refeicdo seja armazenada quase que
imediatamente. Entdo, entre as refeicdes, quando ndo existe insulina e a
concentracdo de glicemia comeca a cair, o glicogénio hepatico € novamente
desdobrado em glicose, que € liberada de volta ao sangue, para evitar que a
concentracao de glicemia caia demasiadamente. O mecanismo do qual a insulina
ocasiona a captagdo e o armazenamento da glicose no figado inclui varias fases

quase simultédneas (OGG et. al., 1997):
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e A insulina inibe a fosforilase, a enzima que faz com que o glicogénio seja
desdobrado em glicose.

e A insulina determina o aumento da captagdo de glicose no sangue pelas
células hepéticas. Ocasionando o aumento a atividade da enzima
glicoquinase que € a enzima causadora da fosforilagéo inicial da glicose, ap6s
sua difusdo nas células hepaticas. Uma vez fosforilada, a glicose é
aprisionada no interior das células hepaticas, portanto a glicose fosforilada
n&o pode difundir-se de volta através da membrana celular. Porém as células
hepaticas sdo altamente permeaveis a glicose livre, de forma que novas
quantidades de glicose continuam a difundir-se para o interior.

e A insulina aumenta a atividade das enzimas que promovem a sintese de
glicogénio, incluindo a fosfofrutoquinase, que age na segunda fase de
fosforilacdo da glicose, e a sintetase do glicogénio, que é responsavel pela
polimerizacdo das unidades de monossacarideos para formar as moléculas
de glicogénio.

o O efeito final destas reagbes acima é aumentar a quantidade de glicogénio no
figado.

Liberacao de glicogénio no figado entre as refeicées: Apds o término da
refeicdo e o inicio da queda de glicemia a baixos niveis, ocorrem, entdo, varios
eventos que fazem com que o figado libere a glicose de volta a circulagcado sanguinea
(PUIGSERVER et. al. 2003).

A diminuicao da glicemia faz com que o pancreas diminua a secrecao da insulina.

e A falta de insulina inverte, entdo, todos os efeitos assinalados antes para o
armazenamento de glicogénio, interrompendo, praticamente, nova sintese de
glicogénio no figado. Isso impede, também, nova captagdo de glicose do
sangue pelo figado.

e A falta de insulina ativa, também, a enzima fosforilase, que causa a
degradacao do glicogénio em fosfato de glicose.

e A enzima glicose-fosfatase faz com que o radical fosfato separe-se da glicose
e isso permite com que a glicose livre difunda-se de volta na corrente
sanguinea.
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Acao da insulina sobre o metabolismo lipidico: um dos efeitos mais
rapidos e potentes é o armazenamento de gordura no tecido adiposo que ocorre da
seguinte forma: a insulina promove a entrada de glicose nas células adiposas, e
grande parte desta glicose € degradada imediatamente através da glicélise, com
producéo de glicerolfosfato no interior da célula. O glicerolfosfato tem alta afinidade
para combinar-se com acido graxo livre presente na célula adiposa, independente de
sua origem, sera depositada na forma de trigliceridio. Desta forma, a insulina inibe a
mobilizagdo de acidos graxos livres e glicerol do tecido adiposo (FORETZ et. al.,
1999).

Acao da insulina no metabolismo protéico: os principais efeitos da insulina
no metabolismo protéico sao: estimulacdo da sintese de enzimas hepéaticas ligadas
a sintese protéica; estimulacdo da entrada de aminoacidos na célula, independente
do efeito sobre o transporte da glicose e estimulagdo da incorporacdo de
aminoacidos para a formacao de proteinas no figado, musculo (SAKAKURA et al.,
2001).

3.3.3 Disturbios no metabolismo Insulina

A falta de acdo insulinica resulta em diminuigcdo da sintese de glicogénio
(diminuicdo do glicogénio hepatico e muscular) e também uma deficiéncia grave de
absorcdo e utilizacdo da glicose pelas células, em virtude da diminuicdo no
transporte através da membrana celular. Ao mesmo tempo, ocorre aumento na
glicogendlise, perda de glicose e queda de captagcédo da glicose pelo figado. Todos
esses fenbmenos levam a uma hiperglicemia e, consequentemente, ao
aparecimento dos sinais e sintomas caracteristicos do diabetes mellitus (CNOP et.
al., 2005).

Poliuria e Polidpsia: a deficiéncia de insulina é acompanhada por uma
diminuicdo na utilizacdo da glicose, provocando hiperglicemia com consequente
elevagdo da osmolaridade sanguinea e urinaria. Quando a glicemia ultrapassa o
limiar renal (aproximadamente 180mg/dl), a glicose € excretada através da urina. A
glicosuria € acompanhada por perda de agua e eletrdlitos apresentando o paciente
poliria e consequentemente polidipsia.
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Astenia: com a deficiéncia de insulina, a glicose nao penetra nas células,
levando a diminuicao da glicélise, do oxalacetato e do ciclo de Krebs; a producéo de
ATP diminui drasticamente e o paciente apresenta astenia, caracteristica do estado
diabético.

Polifagia: a deficiéncia de insulina e a consequente diminuicdo da utilizacéo
da glicose como fonte principal de energia é responsavel pelo aparecimento do
quadro de inanicdo, pois mesmo o diabético apresentando niveis elevados de
glicemia, a glicose ndo penetra nas células. Este quadro ativa o centro regulador do
apetite no hipotalamo e o diabético apresenta polifagia.

Corpos Cetonicos e Halito Cetonico: a deficiéncia agdo da insulina com
quadro de inanicao instalado pela ndo utilizagdo da glicose como fonte de energia
obriga o organismo a uma mobilizagéo intensa de acidos graxos livres e glicerol para
0 sangue, provocando lipemia; isto, na tentativa de formacéao da acetil CoA através
da beta oxidacao dos acidos graxos, o que levaria a um bom funcionamento do ciclo
de Krebs e producéo de energia.

O aumento na utilizagdo de acidos graxos origina grande producao de acetil
CoA e NADH. O excesso de NADH resulta em queda na formacao de oxalacetato.
Por outro lado, acidos graxos de cadeia longa unidos a CoA, provocam inibicao da
Citrato Sintetase. Esses fendmenos prejudicam a reacgao inicial do ciclo de Krebs e
favorecem o acumulo de acetil CoA. Como acidos graxos de cadeia longa também
inibem a acetil- CoA carboxilase (enzima que, na sintese de acidos graxos, permite
aproveitar a acetil CoA) resta ao organismo um Unico caminho metabdlico para
eliminagdo de excesso de acetil CoA formado: condensando duas moléculas de
acetil CoA, formando acetoacetili CoA iniciando, assim a sintese dos corpos
cetbnicos (acido acetoaceético, acido betahidroxibutirico e acetona).

Quando a deficiéncia de insulina é grave, a producdo de corpos cetdnicos
pode ultrapassar a capacidade metabdlica dos tecidos resultando em
hipercetonemia. A eliminacdo dos corpos cetbnicos na urina (cetonudria) contribui
para perda de agua e sua eliminacao pelos pulmbes é responsavel pelo halito
cetbnico nos diabéticos descompensados.

Perda de Peso: a deficiéncia insulina promove uma diminuicdo na sintese
protéica, seja pelo aumento das enzimas gliconeogenéticas ou por outros

mecanismos; assim, um acelerado catabolismo proteico acontece. E evidente que
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isto pode refletir no crescimento, na regeneracdo tecidual, na perda de massa
muscular e defeito na secrecao de hormdnios protéicos. O aumento no catabolismo
protéico também é responsavel pela maior produgdo de nitrogénio urinario e
aminoacidemia (GIACAGLIA, et al., 2010).

3.4 DIABETES MELLITUS TIPO 2

O diabetes mellitus tipo 2 € condig¢ao clinica geralmente insidiosa e que esta
associada a obesidade na maioria dos casos (80-85%). E o tipo de diabetes mellitus
mais frequente em toda a populacao diabética, correspondendo a 90% das pessoas
acometidas pela doenca (FILHO et al., 2002). Caracteriza-se por defeitos na acao e
secrecdo de insulina, pode ocorrer em qualquer idade, mas geralmente é
diagnosticado apds os 40 anos de idade (SBD, 2007). As pessoas com diabetes
mellitus do tipo 2 apresentam também sobrepeso e obesidade e ndo necessitam de
insulina ex6gena para a sobrevivéncia, mas podem necessitar durante o tratamento
para a obtencao de controle metabdlico adequado (FENNELL et al., 2008).

O diabetes mellitus tipo 2 estd associado a chamada sindrome metabdlica,
que inclui, além de resisténcia a insulina com hiperglicemia, obesidade centripeta,
hipertensdo arterial, dislipidemia, hiperuricemia, estado de hipercoagulabilidade,
hiperhomocisteinemia e outros distirbios metabdlicos que levam a disfuncéao
endotelial e progresséo da aterosclerose (VALENSI et al., 2001).

Os usuérios com diabetes mellitus tipo 2, frequentemente, apresentam uma
série de fatores de risco para as doencas aterotrombdéticas, entre os quais a
dislipidemia que exerce o papel mais importante. O perfil lipidico mais comum
nesses usuarios consiste em hipertrigliceridemia e baixo HDL-C (SBD, 2007).

Outro fator importante é a presenca da hipertensao arterial, sendo que 40%
das pessoas ja se encontram com hipertensado arterial quando do estabelecimento
do diagnéstico da doenca (SBD, 2007).

As alteracbes no estilo de vida, como a ma alimentacdo e a reducdo da
atividade fisica estdo associadas ao acentuado aumento na prevaléncia do diabetes
mellitus tipo 2.
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Os programas de prevencao primaria do diabetes mellitus tipo 2 estao
fundamentados em intervencgdes relacionadas a alimentacao saudavel e a pratica da
atividade fisica, visando combater o excesso de peso.

O estudo denominado Diabetes Prevention Program Research Group mostrou
reducado de 58% na incidéncia de casos de diabetes mellitus quando introduzida
dieta saudavel e a pratica de atividade fisica entre a populagdo, sendo que essas
intervencées foram mais efetivas do que o uso de metformina (DIABETES
PREVENTION PROGRAM RESEARCH GROUP, 2002).

O Finnish Diabetes Prevention Study-DPS- mostrou que a reducao do peso
corporal em torno de 3 a 4 kg, em quatro anos, reduz a incidéncia do diabetes
mellitus em 8% (TUOMILEHTO et al., 2001).

Reconhece-se que a maioria das pessoas acometidas por diabetes mellitus
tipo 2 apresentam obesidade, hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia. Cabe
destacar que a hiperinsulinemia € o elo entre os disturbios metabdlicos, portanto, as
intervencdes terapéuticas devem abranger as multiplas anormalidades metabdlicas
envolvidas no diabetes mellitus tipo 2 (SBD, 2007).

Estudo mostrou que o tratamento da hipertensao arterial € importante nos
pacientes com diabetes mellitus, tanto para a prevencao da doenga cardiovascular
quanto para minimizar a progressao da doenca renal e da retinopatia diabética
(UKPDS, 1998).

Ao considerar que o tratamento da hipertensdo arterial e a dislipidemia
reduzem substancialmente o risco de complicagdes cronicas do diabetes mellitus é
recomendado o controle rigoroso dos niveis de pressdo arterial e de lipidios
(VALENSI et al., 2001).

Nessa direcdo, a Organizagdo Mundial da Saude, recomenda que para o
diabetes mellitus tipo 2, uma epidemia global, deve haver acbes de prevengao e
controle em nivel primario e secundario, englobando todas as faixas etarias, classes

sociais, ragas e sexo (OPAS, 2007).

3.4.1 Diagnostico do Diabetes mellitus tipo 2

Glicemia capilar — considerada a glicemia capilar registrada para o usuario.

Para avaliacao dos resultados da glicemia capilar, sdo utilizadas as recomendacgdes
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da Sociedade Brasileira de Diabetes. Para glicemia de jejum, foram considerados os
valores entre 90 a 120mg/dl; glicemia pré-prandial até 140mg/dl; glicemia pés-
prandial até 180mg/dl (SBD, 2007).

Glicemia plasmatica de jejum — considerada a glicemia plasmatica de jejum
registrada para o usuario. Para a avaliacao dos resultados da glicemia plasmatica de
jejum, foram usadas as recomendacOes da Associacdo Americana de Diabetes.
Com glicemia plasmética de jejum, foram considerados os valores entre 80 a
120mg/dl (ADA, 2009).

Curva glicémica ou teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) -
considerada a glicemia registrada para o usuario. Para avaliar a resposta do
organismo em metabolizar a glicose apdés uma sobrecarga da mesma por via oral,
foram usadas as recomendacbdes da Associacdo Americana de Diabetes. Com
glicemia de jejum, foram considerados os valores entre 110 a 140mg/dl (ADAM,
2009).

Curva glicémica sensibilizada pela Cortisona — este teste é definitivo para
diagnosticar o diabetes mellitus. Raramente é utilizado, sendo indicado apenas
quando a curva glicémica simples nao é suficiente para fechar o diagnoéstico,
administrando cortisona e retirando amostras de sangue aos 60’, 90’ e 120’ minutos,
foram usadas as recomendacdes da Associacdo Americana de Diabetes. Com
glicemia, foram considerados os valores a 60’ nao mais que 160mg/dl, 90’ ndo mais
que 140mg/dl e 120’ ndo mais que 110mg/dl (ADAM, 2009).

3.4.2 Formas de tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2

O tratamento ndo medicamentoso para prevencdo da pressao arterial,
obesidade e dislipidemia tem baixo custo para o usuéario e envolve a redugao do
peso corporal, o incremento da atividade fisica, a moderagédo no consumo de sal, do
alcool e o abandono do fumo. Por outro lado, quando os usudrios com diabetes
mellitus sdo considerados de alto risco para eventos cardiovasculares, apresentando
valores de pressao arterial maior que 130 x80mmHg, recomenda-se também, o uso
de medicamento protetor (ADAM, 2009).
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Estudos demonstram que as complicacées crénicas do diabetes mellitus
podem ser prevenidas, ou postergadas, com melhor controle glicémico e tratamento
concomitante para outros fatores de risco cardiovascular (UKPDS,1998).

O consumo de alimentos em quantidade e qualidade adequadas, a
regularidade da atividade fisica, o uso correto dos medicamentos, a monitorizagéo
da glicemia capilar no domicilio, o cuidado com os pés e a manutencao dos valores
glicémicos e lipidicos, e da pressao arterial dentro de parametros de normalidade
contribuem para a adesdo do usuario com diabetes mellitus ao tratamento
medicamentoso e ndo medicamentoso.

Nessa direcdo, os profissionais de saude devem fornecer as ferramentas
necessarias para o manejo da doenga. Dentre as ferramentas, destaca-se o
conhecimento da doenca e a prontiddo do usuario com diabetes mellitus para a
tomada de decisao no cotidiano frente as demandas impostas pela doenca.

3.5 BIOMATERIAIS

Os biomateriais sdo materiais desenvolvidos com o propdsito de interagir com
a interface de sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 6rgao ou funcdo no corpo humano, produzido ou modificado
artificialmente. Deve apresentar caracteristicas e propriedades tais como
biocompatibilidade, biofuncionalidade e ndo deve alterar o meio biolégico nem reagir
com o sangue (HENCH, 1998).

Sao utilizados desde as civilizagdes mais antigas. Os biomateriais podem ser
classificados, quanto ao tipo de material, em sintéticos (ceramicos, metais, polimeros
sintéticos), naturais (coldgeno, queratina, polissacarideos) e compdsitos (compostos
por mais de um tipo de material). Aplicam-se em diferentes campos como: préteses
em ortopedia ou cirurgias cardiovasculares, oOrgaos artificiais, materiais para
reparacdo de tecidos e sistemas de liberagdo de farmacos (SILVER;
DOILLON,1989; SCHILLING et al., 2004.

Silver e Doillon (1989) realcam as caracteristicas principais na selecao dos
materiais a serem utilizados em organismo vivo, como: biocompatibilidade,

estabilidade quimica, estabilidade mecéanica adequada, peso, densidade e forma
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adequados ser relativamente barato, reprodutivel e de facil fabricacdo e ser
biofuncional, ou seja, desempenhar a funcao para a qual foi projetado com o maximo
de eficiéncia.

A biocompatibilidade é a capacidade de um material dar uma resposta
tecidual adequada numa aplicagdo especifica, ndo causando reacao inflamatoria
cronica, reacdo de corpo estranho ou toxicidade, podendo ser reabsorvido ou
substituido por tecido natural (WILLIAMS, 2008; SANTOS; WADA, 2007).

Para Kmann (1990), a mais importante caracteristica € a biocompatibilidade
pois 0 material s6 podera ser biofuncional se for biocompativel. Quando um material
estranho entra em contato com os fluidos biol6gicos, respostas de protecao sao
desencadeadas e se manifestam como processos inflamatérios ou imunolégicos,
visando a eliminacdo do corpo estranho. Assim, o bom desempenho de um
biomaterial po6s-implante, estd associado a um equilibrio entre biocompatibilidade e
biofuncionalidade.

O termo biopolimeros contemplam materiais classificados em dois grupos: (a)
polimeros produzidos por sistemas biolégicos como microrganismos, plantas e
animais e (b) polimeros que séo sintetizados quimicamente, mas sao derivados de
materiais biol6gicos iniciais, como aminoacidos, acucares, gorduras naturais ou
6leos (U.S.CONGRESS, 1993). Biomateriais a base de quitosana sao uma realidade
na area da saude, e sua aplicabilidade vem sendo pesquisada em diversas formas e

campos.

3.6 QUITINA E QUITOSANA

Descoberta no ano de 1859 por Rouget, a quitosana € um biopolimero
hidrofilico obtido a partir da quitina, termo derivado da palavra grega Khiton - que
significa carapacga, casca ou caixa de revestimento, e que designa um
polissacarideo abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose em
quantidade produzida anualmente (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 1999; SENEL,;
MCCLURE, 2004).

Quitina e quitosana sao polimeros atéxicos, biodegradaveis, biocompativeis e
produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo
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exploradas em aplicagdes industriais e tecnologicas hd quase setenta anos
(ROBERTS, 1992).

Azevedo e colaboradores (2011), descrevem sobre o processo de separacao
da quitina e outros componentes do exoesqueleto dos crustaceos através do uso de
solugdes diluidas de HClI e NaOH para a desmineralizacdo e desproteinizacéo
respectivamente , sendo seguida da descoloracao (despigmentacdo). Apos esse
processo a quitina é desacetilada (NaOH) para produzir a quitosana. A
representacdo esquematica das etapas de obtencéo da quitosana esta representada
na figura abaixo. A Figura 5 ilustra a obtencao da quitosana.

Figura 4 - Representacdo esquematica da obtengéo da quitosana.
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Fonte: MELO, 2010.

A desacetilagdo da quitina leva a obtencao de quitosana, seu mais importante
derivado, cuja estrutura primaria € idéntica a da quitina a ndo ser pelo fato que em
quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. De fato, a
completa desacetilacdo da quitina raramente é realizada, pois sdo necessarias
muitas reagbes consecutivas, que também favorecem a sua progressiva
despolimerizagcédo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros que
contém ao menos 50-60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, como
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pode ser visualizada a formula quimica na Figura 5 da quitina e quitosana (ABRAM
HIGUERA, 2004; ROBERTS, 1992).

Figura 5 - Representagéo da formula quimica da quitina e da quitosana.
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Fonte: Adaptado: BATTISTI; CAMPANA-FILHO, 2015.

A desacetilacao da quitina realizada por processos quimicos onde a quitina é
suspensa em solucdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40 — 60%) por
tempo variavel (0,5 — 24h) e a temperaturas relativamente elevadas (50 — 130°C). As
caracteristicas da quitosana obtida sdo determinadas pela concentracdo da solucao
alcalina e razado quitina/solucdo alcalina, tamanho das particulas de quitina,
temperatura, tempo e atmosfera de reacao (CAMPANA FILHO et. al, 2007).

A quitosana, como biopolimero, vem se destacando por ser biodegradavel e
bioabsorvivel, sendo seus produtos de degradacdo atdxicos, ndo imunogénicos e
nao carcinogénicos (MUZZARELLI et al., 1997).

Pesquisadores de diversas areas, principalmente a médica e a farmacéutica,
tem encontrado na quitosana um biomaterial com grande potencial. Substancia com
a capacidade de formar interacbes quimicas com materiais hidrofébico e aniénico
(BIAGINI et al., 1992).

Segundo Lourenco (2006), a quitosana apresenta propriedades interessantes
para a utilizacdo na area farmacéutica, pois, comparada a muitos outros polimeros
naturais, ela tem a vantagem de possuir carga positiva, 0 que confere a mesma,
propriedade de mucoadesividade.

A adicdo de gelatina na composicdo de membranas de quitosana tem
aumentado as caracteristicas umectante e de adesdo das mesmas (SILVA, 2013).
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3.7 GELATINA

A gelatina € um biopolimero de origem animal, biocompativel, biodegradavel,
soluvel em pH fisiolégico, formado por aminoacidos derivados do colageno, que por
sua vez é uma proteina encontrada na maioria dos seres vivos, apresentando
composicao diferente entre os répteis, peixes. Ela é responsavel em manter a
integridade fisica de varias partes do organismo como cartilagens, 0ossos, dentes,
pele, entre outras (ALMEIDA, 2012)

A gelatina é utilizada em industrias de alimentos, farmacéuticas e cosméticas,
principalmente devido a sua capacidade de formar géis termoreversiveis
(SEGTNAN; ISAKSSON, 2004)

E uma proteina formada principalmente pelos aminodacidos glicina, prolina e
hiroxiprolina obtida pela hidrélise (acida ou alcalina) do colageno sendo denominada
de colageno hidrolisado e diferente daquele, é soluvel. A Figura 6 ilustra os
principais aminoacidos da gelatina (DJAGNY, 2001).

A interacdo da gelatina com quitosana € possivel para formulacdo de
membranas, pois tanto a gelatina como a quitosana sao biopolimeros hidrofilicos
com boa afinidade e compatibilidade (RIVERO; GARCIA; PINOTTI, 2009).

A gelatina associada a quitosana € de grande importancia para utilizacao em
sistema de liberagédo controlada de insulina.

Figura 6 - Estrutura dos principais aminoacidos da gelatina.
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3.8 SISTEMAS DE LIBERAGAO DE FARMACOS

A finalidade de um sistema de administracdo de farmacos é fornecer o
farmaco para o local adequado do corpo, mantendo-o dentro da concentragcédo
desejada. Compreende-se que um sistema de liberagdo controlada de farmacos,
preparada adequadamente, constitui-se um importante avanco na direcao da
solugéo destes dois problemas (LEE; ROBINSON, 2004).

Os sistemas poliméricos de liberacdo controlada de farmacos tém sido
pesquisados em detalhes nos ultimos 30 anos. Apresenta a vantagem de manter o
farmaco por mais tempo dentro da janela terapéutica (Figura 7) reduzindo a
possibilidade de niveis téxicos ou sub terapéuticos. Desta forma, minimiza os efeitos
colaterais e diminui 0 numero de doses requeridas além de promover a aproximagao
da secrecao fisioldgica de alguns horménios (SOUZA, 2006).

Os farmacos possuem uma faixa de acao terapéutica, acima da qual ela é
toxica e abaixo da qual € ineficaz, as dosagens administradas determinam os niveis
plasmaticos. Observe-se que a concentracdo do farmaco na corrente sanguinea na
administragdo em dose Unica, apresenta um aumento na concentracdo, até atingir
um pico maximo e entdo diminui: neste momento, € necessaria uma nova dose, para
que a concentracao volte a se elevar. Se houver variacdo na administracdo, a
concentracdo pode ficar abaixo do intervalo terapéutico, ou seja, abaixo do nivel
eficaz ou acima do nivel toxico. No sistema de liberacdo controlada de farmacos
ocorre a manutengao da concentragao do farmaco em niveis eficazes por um tempo
prolongado, utilizando-se de uma unica administragao (ALLEN, 2007).

A quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permedavel, surgiu como
bom candidato a meio de liberagdo de farmacos no meio gastrointestinal e na
mucosa oral. Os estudos realizados tém apresentado resultados que corroboram o
uso da quitosana nesta aplicacdo, visto que explicitam as qualidades dessa
substancia como agente de cobertura para encapsulamento possibilitando o uso em
sistemas de liberacao de farmacos, principalmente quando se necessita de liberacao
lenta e controlada (PANKAJ, 2011).
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Figura 7 - Perfil de liberagdo de farmacos convencional e controlada em funcao do
tempo.
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3.9 TRIPOLIFOSFATO DE SODIO (STPP)

O tripolifosfato de sodio € um sal multivalente e atdxico que vem sendo
estudado como agente reticulante alternativo ao glutaraldeido (considerado
antigénico). O STPP tem o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e variar
a taxa de degradacdo. Eles permitem a formacdo de ligacbes cruzadas com a
cadeia polimérica principal, favorecendo a obtencdo de rede além de bloquear os
grupos amino com um agente bifuncional, aumenta assim a resisténcia das
membranas e a degradacdo em condi¢des fisioldgicas (COSTA, 2008). Ele pode
reticular a quitosana, formando um gel, pela interagdo ibnica entre suas cargas
negativas e as cargas positivas dos grupamentos amino da quitosana (CALVO et. al,
1997). Essa interacao esté ilustrada na Figura 8.



Figura 8 - Interacdo entre o STPP e a quitosana.

Fonte: AZEVEDO et.al, 2011.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Avaliacdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, localizado na Unidade Académica de

Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/ UFCG.
4.2 MATERIAIS

4.2.1 Biopolimero

e Quitosana—75-85% desacetilada, fornecida pela SigmaAldrich®.

 Gelatina - fornecida pela SigmaAldrich®.

4.2.2 Reagentes

e Acido Acético Glacial (C2H402) - Vetec®QuimicaFina Ltda com grau
analitico. Lote 0801000.

e Hidréxido de Sédio (NaOH)- Vetec®Quimica Fina Ltda com grau analitico,
massa molar 39,9971 g/mol. Lote 08071098.

¢ Insulina NPH —Insulina Humana comercial liquida - Novolin N, fabricada pelo
laboratério Novo Nordisk Farmacéutica do Brasil Ltda.

e Tripolifosfato de Sdédio - Sigma Aldrich®.

4.3. METODOS

4.3.1 Preparo das membranas

As membranas de quitosana foram preparadas pelo método de liofilizacao,
através da dissolugédo do polimero em uma solugado de &cido acético (1% v/v), para
uma concentracao final da solucdo polimérica 1% (m/v), sob agitacdo magnética
com aquecimento (50°C) por um periodo de 24 horas.
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Parte da solucao foi neutralizada através do gotejamento de hidroxido de
sédio a 1M (para esta solucao, foram dissolvidos 40 gramas da base em 500 ml de
agua destilada e posteriormente adicionado o mesmo solvente até o volume final de
1000 ml) com aferigdo constante do pH (uso do pHmetro calibrado com as solugdes
padrao) até que ficasse entre de 6 -7; e a outra parte da solucdo de quitosana a 1%

permaneceu sem neutralizacao.

4.3.2 Incorporacao da Insulina

A solugéo de quitosana foi distribuida em placas de Petri (5,5 cm) e a insulina
foi adicionada em cada placa, de modo que, ao final, para cada 10 ml de quitosana
tinha-se 2ml (100 Ul) de insulina. A insulina foi delicadamente misturada a quitosana
com a utilizacdo de um bastao vidro. Em seguida as placas foram colocadas no ultra
freezer, a -65°C, para secagem e liofilizacao.

4.3.3 Incorporacao de Gelatina

Optou-se por colocar a gelatina em pd nas proporgdées de 1%, 3% e 5% do
percentual da quitosana 1% (com e sem neutralizador) sob agitacdo magnética com
aquecimento (50°C) por um periodo de aproximadamente 15 minutos até a completa
dissolucdo da mesma apds vertida em placas de Petri para posterior incorporacao

da insulina.

4.3.4 Incorporacao do Tripolifosfato de Sédio (STPP) nas membranas de

quitosana

A solucgao de tripolifosfato de sédio 2% (m/v) foi preparada dissolvendo-se 20
gramas do sal em 500 ml de agua destilada e, em seguida, aumentando o volume
para 1000 ml com o0 mesmo solvente.

Todas as membranas produzidas foram reticuladas com STPP. Elas foram
colocados na placa de petri contendo solucao de tripolifosfato de sédio 2% (m\v), pH
8,5, por um periodo de 30 minutos (Figura 13). Em seguida, foram realizadas
diversas lavagens com agua destilada a fim de alcancar o pH de 6,0 a 6,2. As
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medidas do pH foram realizadas em um pHmetro digital previamente calibrado com
as solugcbes padrao. Uma vez ajustado o pH as placas de petri contendo as
membranas tinham os espacos remanescentes preenchidos com agua destilada e
acondicionados no ultra-frezer com temperatura aproximada de — 70°C por 24h.
AplGs este periodo, as placas foram colocadas no liofilizador por 72h (BORBA,
2015). Na Tabela 1 observam-se as identificacdes adotadas neste experimento para

as diferentes variaveis das amostras confeccionadas.

Tabela 1 - Descricao das amostras.

Amostras Descricao
QsN Quitosana sem neutralizagao
QsNcG Quitosana sem neutralizagdo com Insulina e Gelatina 3%
QsNcGl 3% Quitosana sem neutralizagdo com Insulina e Gelatina 3%
QsNI Quitosana sem neutralizacdo com Insulina
QNsG Quitosana neutralizada sem Gelatina
QNsGl Quitosana neutralizada sem Gelatina com Insulina
QNcG 1% Quitosana neutralizada com Gelatina 1%
QNcG 3% Quitosana neutralizada com Gelatina 3%
QNcG 5% Quitosana neutralizada com Gelatina 5%
QNcGl1% Quitosana neutralizada com Insulina e Gelatina 1%
QNcGl 3% Quitosana neutralizada com Insulina e Gelatina 3%
QNcGl 5% Quitosana neutralizada com Insulina e Gelatina 5%

Fonte: Prépria

4.4 CARACTERIZACAO

Todas as membranas foram analisadas nos dois lados através dos seguintes
ensaios: Microscopia Optica — MO, Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV com
Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X — EDS, Difracdo de raios-X (DRX),
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
todas as andlises foram realizadas no Laborat6rio de Desenvolvimento e Avaliagao
de Biomateriais (CERTBIO).
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4.4.1 Microscopia Otica - MO

As superficies das amostras foram analisadas através de um Microscépio
Otico 2D de reflexdo e transmissdo conectado ao monitor de video marca HIROX
modelo kh-8700, com magnificacao de 350x.

4.4.2 Difracao de raios X (DRX)

As analises de difracdo de raios X serdo foram conduzidas a temperatura
ambiente em aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiacdo Ko do cobre
(1,5418 A), tensdo de 40 kV e corrente 30 mA. As membranas de quitosana foram
examinadas em um intervalo de 26 entre 1,5 e 30,0 graus a uma velocidade de

1°/min.

4.4.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR em modo de absorbéancia sera utilizada para caracterizar
0s materiais, quitosana, insulina, gelatina, STPP e membranas confeccionados.

As analises utilizando a técnica de espectroscopia na regiao de infravermelho
com transformada de Fourier das membranas serdo realizadas em temperatura
ambiente e o equipamento utilizado sera um Spectrum 400 da Perkin Elmer. A
técnica FTIR sera usada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes nas matérias primas utilizadas nesta pesquisa, utilizando a
faixa de varredura de 4000 a 600 cm™'(FOOK, 2012).

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) / Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS)

E uma técnica capaz de produzir imagens com alta magnificagéo (até 300.000
X) e resolucao. A microscopia eletrénica analisa o material varrendo-o com um feixe

de elétrons que interage com a superficie da amostra fornecendo, informacdes sobre
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a morfologia e topografica das superficies de sélidos, sendo uma técnica util no
estudo da topografia de superficies (FOOK, 2005).

As amostras foram analisadas em um microscopio eletrénico de varredura
(MEV), Phenon TM Pro X, com a finalidade de observar a morfologia de todas as
membranas obtidas e compara-las, quando submetidas a aumentos de 150, 1000 e
2000x.

As analises por espectroscopia por energia dispersiva de raios X foram
realizadas no equipamento Phenon TM Pro X. Um detector instalado na camara de
vacuo do MEV mede a energia associada aos elétrons da amostra, como os elétrons
de um determinado atomo possuem energias distintas, foi possivel determinar quais

elementos quimicos estavam presentes na amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFRACAO DE RAIOS X

Todas as membranas de quitosana produzidas sem e com a gelatina e a
insulina foram caracterizadas por difracdo de raios X com a finalidade de observar a
influéncia da gelatina e da insulina na cristalinidade e consequentemente nas

propriedades das membranas como observado na Figura 9.

Figura 9 - Difracao de raios x do p6 de quitosana, da gelatina e do tripolifosfato.
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O difratograma da membrana de quitosana apresentou um comportamento
tipico de materiais semicristalinos, com base larga em torno de 26 = 10° e 26 = 20°
que corroboram com Fidéles, (2010). Na gelatina também foram observados picos
tipicos caracteristicos de material parcialmente cristalino, centrados em 26 = 22° e
pico em 26 = 8° com menor intensidade.
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No difratograma do STPP observa-se que 0 mesmo apresenta varios picos no
intervalo 26 = 10 — 709, caracterizando o material como cristalino.
Na Figura 10 observam-se os difratograma dos arcabougos de quitosana sem

neutralizagéo, com insulina e gelatina.

Figura 10 — Difracao de raios X das membranas de quitosana com Tripolifosfato de
sadio, insulina e gelatina.
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Figura 11 — Difragdo de raios X das membranas de quitosana com Tripolifosfato de
sadio, insulina e gelatina
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Figura 12 — Difracdo de raios X das membranas de quitosana com Tripolifosfato se
sadio, insulina e gelatina.
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Nao foram observadas alteragdes significativas no perfil cristalino das

membranas com gelatina e insulina.

52 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de identificar bandas
caracteristicas dos grupos funcionais obtidos das membranas de quitosana com e
sem insulina e também com diferentes concentracdes de gelatina. De acordo com a
Figura 13, pode-se afirmar que a adicdo de insulina nas membranas de quitosana
com gelatina provocou alteragédo no perfil das membranas quando comparada a de

quitosana pura, indicando a presenca de gelatina e de insulina nas mesmas.
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Figura 13 — Espectro do p6 da gelatina e das membranas de quitosana sem e com
gelatina e com insulina.
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No espectro da quitosana, a banda em torno de 3332 cm™ é referente ao
estiramento axial de OH, sobreposta a banda de estiramento N-H. A banda em 2885
cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico do grupo C-H. A banda em 1646 cm™
esta associada & deformacdo axial C=0 da amida primaria. A banda em 1581 cm™ é
referente a deformacao vibracional do grupo amina protonado (NHs+). A banda em
1379 cm™ pode ser atribuida & deformacdo axial - CN de grupos amino. A banda
intensa em 1016 cm™ esta associada ao estiramento C-O-C dos anéis piranosidicos.

O espectro referente a gelatina apresentou bandas caracteristicas em 1656
cm’, tipica de amida |, devido ao estiramento da carbonila; em 1556 cm™,
relacionado a amida Il, devido as vibragdes no plano da ligagdo N-H e ao
estiramento C-N; em 1229 cm™, correspondem as vibragdes no plano da amida |l
devido ao estiramento C-N e a deformacdo N-H; em 1454 cm™, correspondente a
estereoquimica dos anéis pirrolidinicos e préximo a 3268 cm’', devido ao

estiramento O-H e corrobora com Sionkowska et al., (2004).



52

O espectro de FTIR da insulina (Figura 13) ilustra duas intensas bandas de
absorcdo referentes & amida | em 1642 cm™e a amida Il em 1512 cm™ e estéo de
acordo com Holanda (2011) e Sarmento et al (2006) que encontraram resultados
semelhantes em seu estudo sobre desenvolvimento e caracterizacdo de
nanoparticulas de polissacarideos contendo insulina e filmes de quitosana com
insulina, respectivamente.

Observando-se a Figura 13, referente ao espectro de FTIR do Tripolifosfato de
Sodio (TPP), as seguintes bandas caracteristicas foram percebidas: 1210 cm”
'(estiramento P=0), 1137 cm'(vibragdes de estiramento simétricas e antisimétricas
no grupo PO2), 1095 cm™'(vibragdes de estiramento simétricas e antisimétricas no
grupo PO3), 888 cm(estiramento antisimétrico P-O-P). Esses resultados
corroboram o encontrado por Holanda (2011) em seu estudo sobre a obtencao de

membranas de quitosana com insulina para liberacao de farmaco.

Figura 14 - Espectro do p6 da gelatina e das membranas de quitosana sem e com
gelatina e com insulina.
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Figura 15 — Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier do p6 da gelatina e das membranas de quitosana sem e com gelatina e com
insulina.
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Figura 16 — Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier do p6 da gelatina e das membranas de quitosana sem e com gelatina e com
insulina.
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Pode-se verificar que a presenca da gelatina nas concentragdes estudadas
nesta pesquisa e também a presenca de insulina nao provocou alteracées nos
grupos funcionais caracteristicos das membranas de quitosana quando comparado
aos resultados de FTIR obtidos para as membranas de quitosana puro.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E ESPECTROSCOPIA DE
ENERGIA DISPERSIVA

Este ensaio foi realizado com a finalidade de observar a morfologia de todos
das membranas obtidos nesta pesquisa e compara-los, além da obtencédo de
informacgdes sobre os elementos quimicos presentes nas amostras.

Nas Figuras de 17 a 28 podem ser observadas as micrografias das membranas
de quitosana sem e com insulina e com diferentes proporcdes de gelatina, néao
reticulados e reticulados com tripolifosfato. Sdo observados também os elementos
quimicos presentes nas regides estudadas das membranas por meios do ensaio de
EDS.

Figura 17— Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri (inferior) e da superficie em contato com o ar (superior) dos arcabougos de
quitosana sem neutralizagdo com hidroxido de sodio e reticulada com o tripolifosfato.
Magnificagcdo de 500x
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Fonte: Propria

Na superficie de corte observam-se camadas paralelas orientadas
longitudinalmente dando o aspecto lamelar, com presenca de poros de tamanhos e
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formas variados e interconectados com alguns de formatos esféricos no interior das
amostras. A formacdo dos poros com tamanhos variados pode ser atribuida ao
processo de congelamento da solugéo, pois a formagcao dos cristais de gelo pode
ser influenciada pela temperatura de congelamento, concentragdo da solugéo
polimérica e distancia da parede do molde. Ja na superficie que fica em contato com
a placa de Petri, ndo sdo observados os poros igualmente as superficie de corte,
mas é evidente a presenca de sulcos, predominando as regides de superficies
densas. Contudo, isso ndo implica que o material ndo seja poroso, pois a presencga
de menos poros nessa superficie pode ser devido a base da placa de Petri nao
permitir a saida de 4gua no momento da liofilizacao.

Na superficie da amostra em contato com o ar ja fica evidente a presenca de
mais poros quando comparado a superficie em contato com a placa e menos
quando comparado a superficie de corte. Os poros nessa superficie ja apresentam
tamanhos e formas variados predominando a forma arredondada e, também,
algumas regiées sem poros.

Estas observacbes estdo de acordo com os trabalhos de Fook (2012), que
obteve arcaboucgos de quitosana com e sem gelatina.

A porosidade evidenciada em todos os arcaboucos é de grande importancia
para um sistema a de liberacao de farmacos por permitirem a penetracao de fluidos
biolégicos, facilitando a difusdo dos farmacos para o meio (FAVERE, 2009).

Pode-se observar também nessas superficies a presenca de particulas de
tamanhos variados com aspecto de aglomerados de cor branca. Essas particulas,
segundo os resultados de EDS, sao resultantes do tripolifosfato de sédio, ja que no
EDS foi encontrado um consideravel percentual do elemento sodio, principalmente
nas superficies onde foram encontradas maiores quantidades das particulas de com
branca.

Foram encontrados, também, pelo EDS os elementos presentes na quitosana
(O, C, N) e tripolifosfato de sédio (P, Na).
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Figura 18 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcaboucos de quitosana sem
neutralizacdo, com insulina e reticulada com o tripolifosfato. Magnificacdo de 500x.
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Fonte: Propria

Na Figura 18 observa-se que as lamelas encontradas na superficie de corte
sdo aparentemente mais espessas quando comparadas com as lamelas dos
arcaboucos sem insulina. Isso pode esta relacionado a presenca da mesma que €
encapsulada pela matriz polimérica de quitosana. Nas superficies inferior e superior
da amostra € evidente a presenca de fibrilas em varias direcées dando um aspecto
de teia de aranha, além da presenca de poros. Os elementos quimicos encontrados
foram os mesmos encontrados no da Figura 17, sendo que nesta amostra
encontram-se um percentual de fésforo bem maior. Acredita-se que esse fato possa
esta relacionado a disputa do tripolifosfato de sédio com a insulina em relacao aos
pontos reativos da quitosana.

Na Figura 19 a micrografia na superficie de corte, observa-se que 0s poros
tém formatos diferentes dos demonstrados nas Figuras 17 e 18. Este fato pode esta
relacionado a presenca da gelatina que pode influenciar no tempo de congelamento
da solucdo de quitosana com gelatina e levar a uma organizacao diferente do gelo.
Nas demais superficies também séo evidenciadas diferencas quando comparadas
as superficies inferior e superior das amostras sem gelatina. Também ocorre a
presenca de grandes quantidades de aglomerados de acetato de sédio ou do proprio

tripolifosfato de sédio.
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Segundo Fook (2012), esse comportamento é resultado do crescimento e
solidificagéo dos cristais de gelo na direcao do gradiente de temperatura, isto €, das
extremidades para o centro da solugdo durante a etapa de congelamento. Um
aspecto importante, porém pouco observado nessas micrografias foi a
interconectividade entre os poros que ndo foi tdo evidenciada quanto aos da
superficie de corte dos arcaboucos sem a gelatina.

Figura 19 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcaboucos de quitosana sem
neutralizagdo, com 3% de gelatina e reticulado com tripolifosfato. Magnificagéo de
500x.
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Observa-se na Figura 20 que a presenca da insulina atribuiu ao arcabouc¢o na
sua superficie de corte 0 mesmo aspecto lamelar encontrado nos arcaboucos sem
gelatina e o que diferencia do arcaboug¢o com gelatina. Isto ocorre porque a insulina

atribui as lamelas uma maior espessura. Fato este encontrado na Figura 18.
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Figura 20 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougos de quitosana sem
neutralizagdo, com 3% de gelatina, com insulina e reticulado com tripolifosfato de
s6dio. Magnificagao de 500.
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Figura 21 — Microscopia Eletrénica da superficie de corte, superficie em contato com
a placa de Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougos de quitosana
neutralizada com hidroxido de sédio e reticulados com tripolifosfato de sodio.
Magnificacao de 500x.
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Fonte: Propria

Na Figura 21 a morfologia de superficie dos arcaboug¢os de quitosana
neutralizados com hidréxido de sddio sem gelatina e reticulados com tripolifosfato
sdo parecidas com as demais. No entanto ndo sdo observados muitos aglomerados
como os vistos nas amostras sem neutralizagao.
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Figura 22 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcaboucos de quitosana neutralizada
com hidréxido de sédio, com insulina e reticulado com o tripolifosfato. Magnificagcao
de 500x.
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E visto na Figura 22 que os arcabougos que ndo tem gelatina o aspecto de
lamelas na superficie de corte € mais evidente e que o espaco entre as lamelas sao
mais estreitos.

Figura 23 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougos de quitosana
neutralizados com hidroxido de sédio, com gelatina, com insulina e reticulado com
tripolifosfato. Magnificacdo de 500x.
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Os poros ilustrados na Figura 24 apresentam um aspecto mais arredondado
do que os encontrados nas amostras sem gelatina e com insulina. Acredita-se que a
gelatina influencia na formacao dos poros. Outro fato importante € que as amostras
com gelatina, mas que tem a insulina apresentam nas superficies de corte as
lamelas. Isso deve ocorrer pelo aumento da espessura das lamelas decorrente da

presenca da insulina.

Figura 24 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougos de quitosana
neutralizados com hidréxido de sodio, com 3% de gelatina e reticulado com
tripolifosfato. Magnificagao de 500x.
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Figura 25 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougcos de quitosana
neutralizados com hidréxido de sodio, com 5% de gelatina e reticulado com
tripolifosfato. Magnificacdo de 500x.

Webght peicentage Cermainky Wesght percentage Certainty Wealght percentage Cerainty

o I s saox O | dsa.8% B2% o N Hsaaw 95,4 %
o ok orax ¢ 7% 9B0% p [Hiox 976%
¢ Wrax srax N [llos 965% § [Hiosx 97.0%
c Psex ggsx N '___:‘I‘-‘S’*‘i 96.4% na Jrosx %7 %
c Eax 58.0% ¢ [Weos WBI%

Fonte: Propria



61

Figura 26 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougcos de quitosana
neutralizados com hidroxido de sddio, com 1% de gelatina, com insulina e reticulado
com tripolifosfato. Magnificacéo de 500x.
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Figura 27 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcaboucos de quitosana
neutralizados com hidroxido de sédio, com 3% de gelatina, com insulina e reticulado
com tripolifosfato. Magnificacdo de 500x
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Figura 28 — Micrografia da superficie de corte, superficie em contato com a placa de
Petri e da superficie em contato com o ar dos arcabougcos de quitosana
neutralizados com hidroxido de sédio, com 5% de gelatina, com insulina e reticulado
com tripolifosfato. Magnificagéo de 500x.
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Foi observada nas superficies de todas as amostras a presenca de
aglomerados de coloragédo esbranquicada, acredita-se que seja particulas de Na do
tripolifosfato como também do acetato de sédio formado nos arcaboucgos que foram
neutralizados com hidréxido de sdédio, jA& que no EDS destas particulas foram
evidenciados os elementos fésforo (P) e sddio (Na).

A caracterizagdo por EDS também evidenciou a presenga dos elementos
quimicos presentes na quitosana (O, C, e N), como também na insulina. Ainda
verificou-se que o percentual de cada elemento sofreu variagdo tanto nas diferentes

amostras como também nos pontos estudados da mesma amostra.

5.4 MICROSCOPIA OPTICA

Na Figura 29 sao observadas as fotomicrografias obtidas pelo microscopio
Optico dos arcabougos de quitosana sem e com insulina e com diferentes
proporcdes de gelatina, ndo reticulados e reticulados com tripolifosfato.

Verificou-se que a técnica de microscopia éptica para os arcaboucos estudados
evidenciou a presenga dos poros como encontrado na MEV, sendo que devido as
diferentes profundidades das amostras provocadas pelos poros e pelas depressées
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da mesma néo foi possivel ter uma imagem com foco em toda superficie. Outro fator
que influenciou na qualidade das imagens foi a presenca de regides com maior
brilho do que outras devido a reflexao de luz.

Figura 29 — Micrografia da superficie superior dos arcabougos de quitosana sem e
com insulina e com diferentes proporcdes de gelatina, n&o reticulados e reticulados
com tripolifosfato. Magnificacao de 350x.

onte: Propria
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6 CONCLUSOES

Nos resultados de DRX foi possivel observar que nao ocorreu alteracao
significativa na cristalinidade das membranas, ja que todos apresentaram
caracteristicas de polimeros semicristalinos com o mesmo perfil encontrado na
quitosana.

A técnica de FTIR mostrou que a presencga, tanto da insulina quanto da
gelatina e do tripolifosfato de sédio nédo interferiu nos grupos funcionais de superficie
da quitosana, mantendo desta forma as propriedades da mesma.

Com a microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar a presenca
lamelas nas superficies de corte das amostras com poros interconectados com
tamanhos e formas variadas e que a presenga da gelatina influenciou nestas
caracteristicas, mas que, quando inserido a insulina voltaram a apresentar poros
com as mesmas caracteristicas das membranas sem gelatina, indicando que a
insulina estava presente na estrutura.

Outra alteracdo encontrada que reforga a presenca da insulina foi a
espessura das lamelas e a presenca de fibrilas nas amostras.

Baseado nos resultados pode-se concluir que a insulina foi encapsulada pela
quitosana e que a presenca da gelatina influenciou no tamanho e forma dos poros
das membranas e que a neutralizagdo com NaOH diminuiu a quantidade de
aglomerados nas superficies dos arcabougos reticulados com tripolifosfato de sddio.
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