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RESUMO

O Diabetes Melittus configura-se como uma epidemia mundial. E o mais frequente
disturbio que envolve o metabolismo de carboidratos e € caracterizado pelo aumento
da taxa de glicose no sangue, a chamada hiperglicemia. E uma doenca decorrente
da falta de producdo ou déficit da acdo da insulina. O seu tratamento é a
insulinoterapia. Trabalhos utilizando-se da quitosana, como carreador da insulina,
sao considerados promissores como alternativa da via de administragdo da mesma.
A quitosana é um polissacarideo de origem natural, biocompativel e biodegradavel.
Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e avaliar biofilmes
conjugados de quitosana e quitosana/ insulina. Os biofilmes foram desenvolvidos
pelo método dip-coating e caracterizados pelas técnicas Difragdo de raios-X (DRX),
Espectroscopia na Regidao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) /
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS) e Molhabilidade por
Medida de Angulo de Contato. A técnica de DRX demonstrou alteragdo no carater
semicristalino da quitosana com a presenga da insulina. J& com o FTIR, foi possivel
identificar a interacdo entre a quitosana e a insulina. Foi possivel perceber, através
das técnicas de MO e MEV, alteracdo na morfologia dos biofilmes contendo insulina
quando comparada a de quitosana pura, com a presencga de particulas granulares
de tamanhos variados. Ja os elementos quimicos presentes na quitosana e na
insulina foram detectados pela técnica de EDS e, no ensaio de tenséo superficial, foi
possivel observar um aumento no carater hidrofilico dos biofilmes contendo insulina
em comparacdo aqueles de quitosana pura. Baseado nos resultados obtidos,
conclui-se que ha evidéncia da incorporagao da insulina ao biofilme de quitosana,
indicando possibilidades de uso em tratamentos menos invasivos no futuro.

Palavras-chave: 1. Biomateriais. 2. Diabetes Mellitus. 3. Biofilmes. 4. Insulina.



ABSTRACT

Diabetes Melittus appears as a worldwide epidemic, as the most frequent disorder
that involves the metabolism of carbohydrates and is characterized by the increased
rate of glucose in the blood, called hyperglycemia. It is a disease resulting from the
lack of production or the deficit action of insulin. Its treatment is insulin therapy.
Works using the Chitosan as carrier of insulin are considered promising as an
alternative to the route of administration. Chitosan is a natural polysaccharide,
biocompatible and biodegradable. In this context, the present study aimed to develop
and evaluate conjugated Chitosan and Chitosan biofilms/insulin. The Biofilms were
developed by dip-coating method and characterized by x-ray Diffraction (DRX),
Spectroscopy in the region of Fourier transform infrared (FTIR), Optical
Microscopy(MO), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive
Spectroscopy/x-ray (EDS) and Wettability by Measuring Contact Angle. The
technique of DRX demonstrated change in character of biodegradable thermoplastic
Chitosan with the presence of insulin. With FTIR, the interaction between Chitosan
and insulin was identified. It was possible to realize, through techniques of MO and
MEV, change in morphology of membrane containing insulin when compared to pure
Chitosan, with the presence of granular particles of varying sizes. The chemical
elements already present in Chitosan and insulin were detected by EDS technique
and, in the testing of surface tension, it was possible to observe an increase in the
hydrophilic character of the biofilms containing insulin in comparison to those of pure
Chitosan. Based on the results obtained, it is concluded that there is evidence of the
incorporation of insulin to the biofilm of Chitosan indicating possibilities for use in less
invasive treatments in the future.

Keywords: 1. Biomaterials. 2. Diabetes Mellitus. 3. Biofilms. 4. Insulin.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Diabetes Mellitus (DM) € uma das doencas crdnicas que mais
atinge a populagdo mundial, sem distingdo de idade, classe social, raca ou etnia. E
descrita como uma doencga tao antiga quanto a prépria humanidade. Ha relatos em
papiros da época de 1500 a.C., onde sao descritos alguns sintomas, dentre eles: a
diurese frequente e excessiva, sede incontrolavel e o emagrecimento, elencados
como as principais manifestac¢des clinicas dessa patologia.

O Diabetes Mellitus é uma doenga do metabolismo intermediario,
caracterizada pela ocorréncia de hiperglicemia crénica que, no decorrer da vida,
promove lesbes em oOrgaos—alvos e graves distarbios metabdlicos. Os fatores
determinantes para a hiperglicemia séo: déficit de producdo de insulina e/ou uma
incapacidade do corpo de utiliza-la adequadamente, causando aumento dos niveis
de glicose no sangue.

O horménio produzido pelo pancreas, a insulina, é secretada pelas células
betas das ilhotas pancreéticas (llhotas de Langerhans) em resposta ao aumento dos
niveis circulantes de glicose e aminoacidos apos as refeicdes. Age regulando a
homeostase de glicose em varios niveis, diminuindo a producéo hepatica de glicose
e aumentando sua captacdo periférica, principalmente, nos tecidos muscular e
adiposo. (Cavalheira; Zecchin; Saad, 2002).

A utilizagdo de insulina no tratamento para diabetes reduz a morbidade e a
mortalidade de pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 e tipo 2, que necessitam de
controle e reposicao desse horménio. O procedimento utilizado, para pacientes de
DM, é a insulinoterapia, que € realizada por via subcutanea, através de aplicacoes
diarias de insulina para o controle dos niveis de glicose. Esses pacientes sao
submetidos a trés principais esquemas de insulinoterapia, podendo ser: duas
aplicacoes diarias, multiplas aplicacdes e infusao controlada.

Por ser administrado diariamente e, por vezes, mais de uma aplicacao diaria,
por via subcutdnea, portanto, de utilizagdo dolorosa e invasiva, um método
substitutivo tem sido investigado para tratamento de pacientes acometidos por DM.
Acredita-se que modificar a forma de administracao pode ser de grande relevancia,
levando ao aumento da adesdo dos pacientes, facilitando o tratamento e,
consequentemente, melhorando a qualidade de vida e a morbidade daqueles. Para
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tanto, varias pesquisas estdo sendo realizadas, com a utilizagdo de biomateriais,
buscando o uso de alternativas, para substituir tal método.

O biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento de Consenso em Saude, em 1982, como qualquer substancia
(outra que nao droga) ou combinacdo de substancias, sintética ou natural em
origem, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente,
como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou
funcéo do corpo. (Helmus; Gibbons; Cebon, 2008).

Dentre os biomateriais, optou-se por trabalhar com a quitosana, que € um
biopolimero com uma estrutura quimica e caracteristicas Unicas que permitem
excelente biocompatibilidade e facil processamento. (Tavaria, et al, 2013). E
estudada pela Biomedicina como um biomaterial que pode ser utilizado em sistemas
de liberacao controlada, caracteristica, particularmente, interessante para ser usada
em associagcao com a insulina (Holanda, 2013).

Desse modo, o presente trabalho, teve por objetivo desenvolver e avaliar
biofilmes conjugados de quitosana e quitosana / insulina através do método dip-
coating. Infere-se que essa conjugacao possa ser uma alternativa confortavel e
menos invasiva para a administracdo de reposicdo da insulina em pacientes com

DM no futuro.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma patologia incuravel, considerado um sério
problema de saude publica, no Brasil e no mundo, em funcéo, tanto do crescente
namero de pessoas atingidas quanto da complexidade que constitui o processo de
viver com essa doencga (Pasqualotto, 2012). As prospecgdes mais atuais apontam
que cerca de 8% da populagéo brasileira tem o diagnostico de Diabetes (Francioni;
Silva, 2007). Apesar disso, poucas pessoas, abrangidas por esse percentual, tém
acesso ao tratamento ideal, 0 que implica em poucas possibilidades de controle das
complicagdes dessa doencga, especialmente as de longo prazo ou crénicas (Brasil,
2006).

Em numeros absolutos, o Diabetes ja afeta 382 milh6es de pessoas em todo
o0 mundo e, no Brasil, cerca de 13,7 milhdes de pessoas, ocupando a 42 posicao
entre os paises com maior prevaléncia desta doenca (IBGE, 2010). A estimativa é
de que, até 2025, os numeros em termos mundiais aumentem para 592 milhdes de
pessoas portadoras dessa patologia. (Pozzilli, 2014).

Varios sao os fatores que afetam diretamente a gravidade das complicagdes
da supracitada doenca. Estudos mostram que, quanto melhor o apoio social, melhor
sera o controle glicémico, a qualidade de vida e menor o numero de complicacbes
do diabético (Silva et al., 2003).

O equilibrio adequado adquirido entre insulina e glucagon € um regulador
hormonal crucial da homeostasia metabdlica basal, como demonstrado na parte
superior da Figura 1. A insulina facilita, primariamente, 0 armazenamento de glicose
como glicogénio, de acidos graxos livres como triglicerideos e de aminoacidos como
proteinas. Além disso, inibe a glicogendlise (degradacdo de glicogénio realizada
através da retirada sucessiva de moléculas de glicose), a lipolise (degradacao de
lipidios em acidos graxos e glicerol), a cetogénese (processo de producao de corpos
cetbénicos pelo figado), a protedlise (degradacdo - digestdo - de proteinas por
enzimas) e a gliconeogénese (rota pela qual é produzida glicose a partir de
compostos aglicanos — ndo agucares ou nao carboidratos).
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Figura 1 — Esquema do Metabolismo normal e das modificacdes no metabolismo de um organismo
com diabetes (Genuth, 2008).

Na Figura 2, abaixo, observa-se que o glucagon estimula a mobilizacdo de
glicose, acidos graxos livres e glicerol, bem como a captagdo hepatica de
aminodcidos, a conversdo de seus esqueletos de carbono em glicose e também
estimula a cetogénese, a partir de acidos graxos livres. Os niveis normais, em
estado de equilibrio de insulina e glucagon, ajudam a manter o nivel de glicose
plasmatica durante o jejum noturno entre 60 e 110 mg/dL, o nivel de acidos graxos
livres em menos de 0,7 mmol/L, de cetoacidos (grupo funcional carbonila e um grupo
acido carboxilico) em menos de 0,2 mmol/L e cada aminoacido em seu préprio nivel.
(Genuth, 1998).
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Observamos ainda que sao explicitadas as agdes opostas da insulina e do
glucagon, em especial dentro do figado, sobre o fluxo e os niveis plasmaticos de
substratos, sdo aqui mostradas. Os dois horménios tém efeitos diretamente opostos
sobre enzimas-chave, como glicogénio-sintase e fosforilase. Assim, os efeitos
estimulatérios do glucagon sobre a producao de glicose e cetoacidos sdo ampliados
quando ha deficiéncia de insulina, como no Diabetes melito tipo 1. As setas
vermelhas indicam estimulagdo. As setas azuis indicam inibicdo. A insulina
plasmatica aumenta rapidamente apdés uma refeicdo mista e, com isso, a razao
insulina/glucagon, situacdo que reverte todos os processos de mobilizacdo de
energia e sintese de glicose descritos anteriormente, de tal sorte que o carboidrato
da dieta é armazenado no glicogénio dos musculos e do figado, os acidos graxos
livres sdo novamente esterificados e armazenados como triglicerideos no tecido
adiposo e 0 metabolismo das proteinas retorna em direcao ao anabolismo. (Genuth,
1998).
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Figura 2 — Mecanismo de Regulagdo da Insulina e do Glucagon (Genuth, 2008).

Apds a assimilagdo de todos os nutrientes, momento em que a glicose
plasmatica retorna ao nivel pré-prandial basal, a insulina plasmatica (Figura 3) e a
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razao insulina/glucagon retornam, prontamente, para o0s niveis basais, evitando
exacerbacdo de acdo da insulina, o que causaria hipoglicemia. Desta forma, uma
elevacao imediata, um pico precoce e uma queda rapida na secrecao de insulina
constituem requisitos do metabolismo pds-prandial normal (Genuth, 2008).
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Figura 3 — Razao Insulina / Glucagon (Genuth, 2008).

Na Figura 3, a glicose plasmatica (a) € normalmente mantida dentro de uma
faixa estreita ao longo do dia, em grande parte por causa da funcdo das células
beta. A insulina plasmatica (b) e o peptideo C plasmatico (c) aumentam rapidamente
a partir dos niveis basais em cada refeicao e, apds atingirem um pico, retornam
prontamente aos niveis basais, que sao mantidos ao longo da noite. Observe
também que os niveis plasmaticos de insulina e de peptideo C estao elevados em

pessoas obesas, as quais sao resistentes a insulina.
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Figura 4— Esquemas para demonstracdo de niveis séricos apos administracdo de combinacdes
diferentes de insulina em pacientes diabéticos (Genuth, 2008).

A Figura 4 demonstra esquemas para demonstracdo que diversas
combinacgdes de preparagdes de insulina podem ser empregadas para estabelecer o
controle glicémico em pacientes com Diabetes melito tipo 1 (e naqueles pacientes
com diabetes melito tipo 2 que alcangam um grau equivalente de deficiéncia de
insulina). As setas indicam o momento da inje¢cdo. As curvas pretas representam
insulina de acao rapida ou regular (R). As curvas azuis representam insulina NPH de
acao intermediaria (l) ou insulina de longa acao (LA) (p. ex., detemir ou glargina). (a)
Uma injegdo mista de insulina | e R € administrada antes do café da manha e do
jantar nesse regime nao intensivo. Além do risco de hipoglicemia antes do almogo e
no final da tarde, a administracdo de insulina | antes do jantar predispbe os
pacientes a hipoglicemia entre 2 e 4 horas da manha. (b) Neste regime mais seguro,
0 paciente recebe trés injecées: uma injecdo mista antes do café da manha, insulina
R antes do jantar e insulina | antes de deitar. O risco de hipoglicemia noturna é
menor com esse regime e a glicemia de jejum tem um controle melhor. (c) Este
regime intensivo combina trés injecdes pré-prandiais de insulina R com uma injecéao
de insulina | antes de deitar. As doses pré-prandiais de insulina R séo ajustadas
conforme a glicemia e o tamanho da refeicdo. (d) Este regime intensivo utiliza
insulina de longa ag&o ao deitar para repor a secregao basal de insulina. Em alguns
pacientes, injegdes de insulina de longa agdo devem ser administradas para

melhorar os niveis glicémicos antes do almoco e do jantar. As doses pré-prandiais
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de insulina R sdo ajustadas conforme os niveis glicémicos e o conteudo previsto de
carboidratos na refeigéo. (e) Este regime intensivo fornece apenas insulina R como
insulina de agao rapida ou regular. Uma infusdo subcutanea continua de insulina R
mantida por uma bomba repde a secrecao basal de insulina. As taxas basais podem
ser alteradas durante diferentes momentos do dia ou conforme as atividades. Por
exemplo, a taxa basal pode ser diminuida ou mesmo suspensa durante periodos de
exercicio aerdbico intenso. A taxa basal noturna pode ser aumentada em 1,5 a 2
vezes entre 3 ou 4 horas da manhd e o café para acomodar o aumento nas
necessidades de insulina do inicio da manha conhecido como fenémeno do
alvorecer (dawn). As doses em bolo pré-prandiais sao individualmente ajustadas e
rapidamente bombeadas, conforme o0s niveis glicémicos e o conteudo de

carboidratos previsto na refeicdo. (C = café da manha, A = almogo, J = jantar).

2.1.1 Classificacao do Diabetes Mellitus

Existem duas formas principais de Diabetes Mellitus: Diabetes do tipo | e do
tipo Il que eram conhecidos, anteriormente, como Diabetes Mellitus Insulino-
Dependentes (DMID) e Diabetes Mellitus N&o Insulino-Dependentes (DMNID),
respectivamente.

Ao se observar a dificuldade em se diferenciar pacientes com DMID de
DMNID, esta classificacdo foi abandonada. De fato, esses pacientes acabavam
necessitando, em algum momento de suas vidas, de tratamento com insulina para
controle da hiperglicemia, sendo, nesses momentos, impossivel diferenciar um
paciente com DMID de um com DMNID.

Além dos dois tipos ja elencados, o Diabetes Mellitus Gestacional e uma
gama de “outros tipos” de Diabetes, em sua maioria, de incidéncia temporaria, sao
causados por utilizacdo de alguma droga para tratamento de uma patologia
especifica, cujo efeito adverso € a hiperglicemia, ou complicagbes de doencas
neoplasicas, pancreatite, hepatite etc (Genuth, 2008).

Atualmente, a histéria e as caracteristicas desta doenca sdo mais relevantes
na hora de determinar sua etiologia do que no modo de tratamento, como era feito
no passado. As Tabelas 1 e 2 se referem a classificagdo e as medidas de glicemia

realizadas no soro ou plasma, através de métodos enzimaticos. Consideramos que
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as mensuracbes em sangue total sdo 10% a 15% - menores do que as
concentragbes plasmaticas ou séricas - e que métodos colorimétricos ou
automatizados, embora convenientes, nao sao especificos para glicose, pois reagem

com outras substancias redutoras (Ncbi, 1997).

Tabela 1- Classificacdo do Diabetes Mellitus

Tipo 1 Tipo 2 Diabetes Outros tipos especificos
Gestacional
Auto — Imune  N&o obeso Defeitos genéticos funcionais da
Idiopatico obeso célula beta; Defeitos genéticos

na agéo da insulina; Doengas do
pancreas; Endocrinopatias;
Induzidas por farmacos; Diabetes
imuno-mediado; Sindromes

genéticas;

Fonte: Chaves et al., 2013

Tabela 2 - Glicose plasmatica (em mg/dl) para o diagnéstico de Diabetes Mellitus e
intolerancia a glicose.

Categorias Jejum 2 h apos
(mg/dl) 759 glicose (mg/dl)
Intoleréncia de jejum a 2110e <126 <140
glicose
Intolerancia  oral a <126 > 140 e < 200
glicose
Diabetes =126 ou * > 200

Fonte: Chaves et al., 2013

2.1.1.1 Diabetes Mellitus tipo |

O Diabetes Mellitus tipo | € uma doenca com caracteristica multifatorial, com
grande importancia dos fatores ambientais, além dos genéticos (Balda; Pacheco,
1999). Nestes termos, tal condi¢cdo € determinada por uma destruicdo autoimune de
células beta do pancreas em 90% dos casos, ou seja, 0 corpo destrdi, por engano, o
proprio tecido que produz e secreta a insulina. De modo a reparar essa falta, existe a
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necessidade de se fazer injecées de insulina no paciente para utilizar a glicose que
se acumula no organismo (Gross et al., 2000). Portanto, os portadores de DM | sao,
para o resto da vida, dependentes da reposicdo de insulina ja& que as células
destruidas nado se recuperam. A evolugdo da doenca, ao contrario do que se
imaginava, ndao é aguda, e sim, um processo de autoagressao, de evolucao lenta
que, provavelmente, desenvolve-se, durante anos, numa fase pré-clinica. No
periodo de manifestacdo da doenga, com a presenca de hiperglicemia e cetose, as
células secretoras de insulina ja estdo em numero muito diminuido ou praticamente
ausentes. Tem maior incidéncia em pacientes jovens nao obesos (criancas e
adolescentes), periodo no qual os sintomas da doengca comegam a aparecer (Balda;
Pacheco, 1999).

Todavia, as causas incomuns de Diabetes tipo I, nas quais ndo ha evidéncia
de atividade autoimune e para as quais nao podem ser encontradas outras causas
para a destruicdo das células beta pancreaticas (p. ex., fibrose cistica) séo
classificadas como tipo | idiopaticas (ADAD, 2007).

Estudos comprovam que o pico de incidéncia ocorre com 11 anos de idade,
mas, casos novos podem, as vezes, aparecer em pacientes mais velhos. Nos
Estados Unidos, sao estimados, aproximadamente, 30.000 novos casos de Diabetes
Mellitus tipo |, por ano, e isso é mais comum em brancos do que em afro-
americanos. No mundo todo, a maior incidéncia anual de Diabetes Mellitus tipo | é
encontrada na Finlandia (45 casos por 100.000), e a menor € encontrada na Coreia
(< 1 por 100.000). A incidéncia de Diabetes tipo | estda aumentando a uma taxa de
cerca de 3% ao ano (Diamond, 2006).

No Brasil, temos poucos estudos epidemiologicos sobre o Diabetes tipo |,
porém em estudo realizado em 1993, abrangendo trés cidades do interior paulista,
constatou-se uma incidéncia de 7,6/100.000 habitantes nesta populacao (Ferreira et
al., 1993).

Doencga invariavelmente fatal, no passado, em 1922, quando Frederik Banting
e Charles Best administraram um extrato pancreatico num menino diabético
gravemente afetado para salvar a vida dele, este quadro mudou drasticamente.
Desde entdo, o tratamento do Diabetes tipo | com insulina purificada foi
aperfeicoado. Mas, um desafio permanece e, até os dias de hoje, tem sido tema de
discussbes e duvidas: administracdo de insulina na medida das necessidades do
organismo, no decurso de um ciclo tipico de 24 horas de saciedade e jejum (Pratt;
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Cornely, 2006). Esta dificuldade se baseia na necessidade de diversas variantes
serem analisadas para se chegar a uma “dose ideal”. A relagdo entre os fatores, que
vao desde a alimentacao, estresse, sedentarismo até o tempo de evolucdo da
doenca versus sequelas por ela determinada, constituem uma gama imensa de
possibilidades a serem avaliadas. Naturalmente, com tantas variantes, as doses
diarias de insulina variam bastante de paciente para paciente.

Muitas s@o as alteragbes causadas por esta doenga, sejam no metabolismo
de hidratos de carbono, lipidios e proteinas, sejam alteracbes estruturais em
diversos sistemas organicos, incluindo microangiopatia, retinopatia, nefropatia,
neuropatia, doenga coronariana, insuficiéncia arterial periférica etc. (Balda; Pacheco,
1999).

No DM tipo II, os sintomas se instalam de maneira gradativa. No Diabetes tipo
I, ao contrario do Diabetes tipo Il, eles aparecem rapidamente, dentre os quais: a
vontade frequente de urinar, sede excessiva e emagrecimento. Se o diagnéstico de
Diabetes tipo | é tardio, as células do organismo podem n&o conseguir a glicose
necessaria para produzir toda a energia de que elas precisam. Nesse cenario, 0
corpo comeca a quebrar a gordura e, posteriormente, musculo para gerar energia.
Quando a gordura é utilizada para produzir energia, corpos cetdnicos sao
produzidos e entram na corrente sanguinea, causando um desequilibrio chamado de
cetoacidose diabética quimica, cujos sintomas sdo: pele avermelhada, quente e
seca; perda de apetite, dor abdominal e voémitos; um odor frutado e forte na
respiracdo, chamado de hdlito cetdnico; respiracdo rapida e profunda; agitacdo ou
sonoléncia, dificuldade para acordar, confusdo ou coma (Heimbecher et al., 2015).

2.1.1.2 Diabetes Mellitus tipo Il

Sindrome heterogénea, o DM Il é caracterizado pela destruicdo das células
beta (autoimune ou idiopatica), devido a resisténcia a insulina, o que leva as células
a trabalharem até atingir a exaustdo, havendo deficiéncia secretéria das células
Beta. (Ferrannini, 1998). Atinge adultos obesos com mais de 45 anos, e, nas Ultimas
décadas, tem atingido criancas e adolescentes devido a epidemia da obesidade, em
virtude de maus habitos alimentares, sedentarismo e stress da vida, presentes
mesmo nesta faixa etaria. Neste tipo de Diabetes, encontra-se a presenca de
insulina, porém, sua agao é dificultada pela obesidade, o que é conhecido como
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resisténcia insulinica, uma das causas de hiperglicemia. Por ser, inicialmente, pouco
sintomatico, o Diabetes, na maioria das vezes, permanece, por muitos anos, sem
diagnostico e sem tratamento, o que favorece a ocorréncia de suas complicacoes
mais graves - no coragao e no cérebro. Metade dos adultos com caracteristicas da
doenca ndao demonstram sintomas claros o suficiente para sugerir o diagnéstico
clinico. Nos Estados Unidos, os dados demonstram uma prevaléncia total de 16
milhdes de individuos, dentre os quais, mais de 5 milhées ndo tém consciéncia de
que sofrem de DM II. Deste modo, a maioria dos individuos hiperglicémicos
permaneceram nao diagnosticados e somente apresentaram a doencga clinicamente
manifesta dos 50 a 65 anos.

Estudos epidemiolégicos tém indicado o DM Il como a principal causa de
morbidade e morte prematuras, as quais afetam mais de 100 milhdes de individuos.
As pessoas com DM Il estdo mais sujeitas aos riscos de ocorréncia de eventos
cardiovasculares graves, com uma probabilidade duas a quatro vezes maior. O
Diabetes, também, esta associado a um grande espectro de morbidade. Ele é causa
principal de doengas renais terminais, tais como: amaurose, neuropatia periférica e
ulceracbes de amputacbes de membros inferiores. O sedentarismo, a alimentagao
rica em carboidratos e gorduras e o0 excesso de peso, invariavelmente, culminam
com o estado de "resisténcia a insulina", que pode associar-se ou nao ao DM I, na
dependéncia dos genes diabetogénicos envolvidos (Lowe, 2001).

Os objetivos do tratamento do DM Il sdo, primeiramente, diagnosticar a
doenca e instituir tratamento precoce. Atingindo esse patamar, a manutengao da
glicemia, em jejum e nos periodos pré e pds-prandiais proxima aos valores normais;
a prevencado da progressao das complicagbes do DM Il e o tratamento das
comorbidades, encerram o quarteto dos objetivos de tratamento dessa patologia
(Chaves; Romaldine, 2013).

Uma davida aparece: resisténcia insulinica ou deficiéncia secretoria da célula
beta? Qual seria, afinal, a causa do DM 11? N&o esta claro se o defeito primario que
culmina com o DM Il se situa na célula beta ou no receptor periférico de insulina ou,
ainda, necessita da concomitancia das duas alteracbes (Chaves et al., 2013).
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2.1.1.3 A deficiéncia secretoria da célula beta como defeito inicial

O fator que identificamos como o mais precoce, nas manifestagcdes da
deficiéncia da célula beta, € a abolicao ou perda do pico rapido da fase inicial de
secrecao de insulina apds o estimulo alimentar, pico este que é de fundamental
importancia para a sensibilizagdo dos receptores insulinicos periféricos e sua
auséncia inicia ou desencadeia a resisténcia insulinica periférica. Esta resisténcia é
maximamente expressa na auséncia da supressado hepatica de glicose, com uma
hiperglicemia adicional, o que requer uma hiperinsulinemia compensatéria, que
ocorre na segunda fase de secregdo de insulina, "poll lento" ou fase tardia. Na
tentativa de compensar as elevacdes glicémicas, a célula beta deficiente ativa uma
via alternativa. Fato é que esta via libera pro-insulina intacta e produtos
incompletamente processados (pré-insulinas divididas) que, por apresentarem
pequena atividade bioldgica, ndo conseguem regular a hiperglicemia pos-prandial. A
resisténcia insulinica, ja estabelecida, expressa-se, também, na exacerbacdo da
glicogendlise noturna através da nao supressao hepatica insulino-mediada, tendo
como resultado final a hiperglicemia de jejum. (Chaves; Romaldine, 2013).

2.1.1.4 A resisténcia insulinica como defeito primario do DM Il

No estado pds-absortivo, ocorre um excessivo aumento da producao hepatica
de glicose, ja por resisténcia insulinica apés a ingestdo alimentar. Os tecidos
insulino-dependentes (figado, muasculo e adipdcitos), que deveriam utilizar este
substrato, apresentam insulino-resisténcia, com consequente hiperglicemia pds-
prandial e hiperinsulinemia compensatéria. A célula Beta, atingindo seu limiar,
comega a manifestar sua deficiéncia secretoria, que se agrava com a hiperglicemia,
através do mecanismo de reducdo da glucossensibilidade e, finalmente, da
glucotoxicidade. Inicialmente, ocorre uma diminuicao da secrecéo insulinica, através
destes mecanismos, proporcional ao tempo de hiperglicemia e as concentracdes
glicémicas. A deterioragdo da célula beta se deve a nao reversibilidade do estado
hiperglicémico. (Chaves et al., 2013).
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2.1.1.5 Diabetes Mellitus Gestacional

Definido como a intolerancia aos carboidratos, em graus variados de
intensidade, o DM Gestacional, diagnosticado, pela primeira vez, durante a
gestacao, pode ou nao persistir apds o parto, fazendo-se necessaria a reposicao de
insulina para melhor controle (Alberti; Zimmet, 1998).

Os maiores fatores de risco sdo: idade superior a 25 anos, obesidade ou
ganho excessivo de peso na gravidez atual, deposi¢ao central excessiva de gordura
corporal, histéria familiar de Diabetes em parentes de 10 grau, baixa estatura,
crescimento fetal excessivo, polidramnio, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez
atual, antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, macrossomia ou
Diabetes gestacional. O rastreamento deste é demonstrado na Figura 5, sendo
elemento imprescindivel para o precoce diagndstico, tratamento e progndstico
positivo desta patologia. (Schimidt; Reichelt, 1999).
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Figura 5 — Fluxograma do Rastreamento do Diabetes Gestacional (Bezerra, 2012)
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2.1.1.6 Outros tipos de Diabetes Mellitus

Apesar de apenas cerca de 5% dos diagnésticos de DM estarem incluidos
nesta classificacéao, inversamente proporcional € o imenso nimero de patologias que
determinam este diagndstico, muitos deles temporéarios e outros rarissimos. O
tempo até o diagndstico, mais uma vez, se faz extremamente importante para o seu
prognéstico.

Doengas como as relacionadas ao defeito genético nas células beta, a
resisténcia a insulina determinada geneticamente, as doencas no pancreas, as
causadas por defeitos hormonais e por compostos quimicos ou farmacos, as
infecciosas (rubéola congénita, citamegalovirus e outros) e as formas incomuns de
diabetes imuno-mediadas (sindrome do "Homem Rigido", anticorpos anti-insulina e
outros) juntamente com outras sindromes genéticas algumas vezes associadas com
diabetes (sindrome de Down; sindrome de Klinefelter, sindrome de Turner, sindrome
de Wolfram, ataxia de Friedreich, Coréia de Huntington, sindrome de Laurence-
Moon-Biedl, distrofia miotdnica, porfiria, sindrome de Prader-Willi e outras), apesar
de nao fecharem o rol das doencgas causadoras de DM nesta classificacao, nos dao
uma boa ideia de quao amplo e diversificado sdo os outros tipos de Diabetes
Mellitus, proporcionando, por isso, uma dificuldade extra no seu diagnéstico (Gross
at al., 2001).

2.1.2 Complicacoes do Diabetes Mellitus

As complicagbes causadas pela DM podem se da, concomitantemente, com
outras doencas que as potencializam. Diabetes e hipertensdo sdo as duas mais
comuns. O acompanhamento mensal de pacientes com pressao alta pode poupa-los
de prognostico reservado (Riddle; Genuth, 2010)

A retinopatia diabética é, também, outra complicacdo advinda do DM,
significando uma lesdo que aparece na retina do olho, podendo causar pequenos
sangramentos €, como consequéncia, a perda da acuidade visual; a arteriosclerose,
que é o endurecimento e espessamento da parede das artérias; a nefropatia
diabética por alteragdes nos vasos sanguineos dos rins, que fazem com que ocorra
uma perda de proteina pela urina e podendo levar este érgéo a reduzir a sua fungéo
lentamente, mas de forma progressiva até a sua paralisacao total; a neuropatia
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diabética por incapacidade dos nervos de emitir e receber as mensagens do
cérebro, provocando sintomas, como formigamento, dorméncia ou queimagao das
pernas, pés e maos, dores locais e desequilibrio, enfraquecimento muscular,
pressao baixa, disturbios digestivos, excesso de transpiragcdo e impoténcia; o pé
diabético que ocorre quando uma area machucada ou infeccionada nos pés,
desenvolve uma ou mais Ulceras (feridas) e seu aparecimento esta relacionado a
circulagdo sanguinea deficiente e aos niveis de glicemia mal controlados, podendo
levar a amputacao deste membro. O infarto do miocardio e AVC, da mesma forma,
sao possiveis sequelas do DM, que ocorrem quando os grandes vasos sanguineos
séo afetados, levando a obstrucao (arteriosclerose) de 6rgaos vitais como o coracao
e o cérebro. (Damiani; Damiani, 2008).

Outra consequéncia possivel do DM é o risco de se contrair algum tipo de
infeccéo, em decorréncia do excesso de glicose, podendo causar danos ao sistema
imunoldégico. Isso ocorre porque os glébulos brancos (responsaveis pelo combate a
virus, bactérias etc.) ficam menos eficazes com a hiperglicemia. O alto indice de
acucar no sangue € propicio para que fungos e bactérias se proliferem em areas
como boca e gengiva, pulmdes, pele, pés, genitais e locais de incisdo cirlrgica,
contra indicando assim, todo e qualquer tratamento cirdrgico. (Brasil, 2001).

A incidéncia das supracitadas complicacbes é de duas a quatro vezes
maiores em pessoas com Diabetes. Experiéncias clinicas, em atendimento a
pacientes no PSF-Programa de Saude da Familia e SAD - Servico de Atencgao
Domiciliar indicam que, ao longo dos anos, essas consequéncias e sequelas sao
graves e irreversiveis. Uma vez instalado o quadro do DM, n&o se pode reverté-lo.
Dai o termo doenca crénica, irreversivel e de prognostico reservado.

Para evitar as retrodelineadas complicagcbes, faz-se imprescindivel
implementar algumas medidas de seguranga, tendo como principal aliado o controle
da glicose, a pratica de atividade fisica, a suspensado do tabagismo e o combate a
pressao alta e ao aumento do colesterol.

A manuteng¢do de niveis normais de glicose no sangue previne, nao sb, as
complicagdes aqui elencadas como também desperta o bem estar diario do paciente
diabético, haja vista que as sequelas aqui apresentadas tanto agravam o
prognéstico do DM como também comprometem, seriamente, a qualidade de vida

dos seus portadores.
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2.2 Insulina

Hormonio peptideo, a insulina € secretada por células das ilhotas de
Langerhans - células B do pancreas, formadas por duas cadeias de aminoacidos —
cadeias A e B com 21 e 30 residuos, respectivamente - unidas entre si por duas
pontes de dissulfeto, como demonstrado na Figura 6. (Smith; Marks; Lieberman,
2007).

3@ >

’G; 30 amino acids &

2
Chain A é
21 amino acids

Figura 6 - Molécula de Pré-insulina humana (Smith; Marks e Lieberman, 2007).

A estrutura da insulina varia de acordo com a espécie do animal, sendo que,
entre mamiferos, a sequéncia difere apenas em alguns aminoacidos. A cadeia A é a
parte mais exposta da molécula e, provavelmente, a responsavel pela sua atividade.
Sua fungdo é metabolizar a glicose (aproveitando-a para a producao de energia),
favorecer a formacao de proteinas, o acumulo de gordura no tecido gorduroso e de
glicogénio no figado (EI-Salhy,1983).
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Ja nos anos 50, foi sintetizada uma insulina que n&o apresentava protamina,
denominada insulina lenta. Com o avang¢o das tecnologias, na area de Biologia
molecular, foi possivel sintetizar, via DNA recombinante, a insulina humana sintética.
Mais recentemente, foram disponibilizados varios tipos de analogos de insulina que
permitiram o melhor controle metabdlico dos pacientes com Diabetes Mellitus
(Chacra, et al., 2008).

2.2.1 Tipos de Insulina
A insulina é apresentada em quatro tipos diferentes, de acordo com o inicio,
pico, duragdo efetiva e duracdo maxima de sua acado no organismo humano,

conforme demonstrada na Tabela 3, a seguir.

Tabela 3 — Tipos de Insulina de acordo com sua duracao

Acao Tipo de Inicio Pico de Duracao Duracao
Insulina acao efetiva maxima
Ultrarrapida Lispro <15 min  0,5-1,5h 2-4h 4-6h
Gilulisina 5-10 min 30-90 min  15h ND
Aspart 5-10 min ~ 1-3h 3-5h 4-6h
Rapida Regular 0,5-1h 2-3h 3-6h 6-10h
Intermediaria NPH 2-4h 4-10h 10-16h 14-18h
Detemir 2h Dose Dose Dose
Longa dependente dependente dependente
Glargina 2h N&o tem 24h 24h

Fonte: (http://diabetesbrasilia.com.br/author/admin/page/3/, 2015)

2.2.1.1 Insulina Ultrarrapida

A insulina denominada de ultrarrapida supre as necessidades deste hormonio
para refeicdes ingeridas logo apds a injecao, pois sua agao se inicia de 5-15 minutos
depois de injetada. E comum se utilizar um conjunto de insulinas de longa duracéo
para que se possa aumentar sua acao. No organismo, esta, ap6s a aplicagao
subcutanea, possui pico de acao entre 30 e 90 minutos, com duracgéo efetiva de 2-4

horas e duragdo maxima de 4-6 horas (Burge; Schade, 1997).


http://diabetesbrasilia.com.br/author/admin/page/3/
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2.2.1.2 Insulina Rapida

Esta insulina, também chamada de Regular, supre as necessidades deste
hormdnio para refeicées ingeridas em um periodo de 30 e 60 minutos apds ser
introduzida no organismo. Tem pico de agao entre 2 e 3 horas, duragéo efetiva de 3
e 6 horas e duracao maxima de 6 e 10 horas (Burge; Schade, 1997).

2.2.1.3 Insulina Intermediaria

Também chamada de NPH, supre as necessidades de insulina por um
periodo equivalente a meio dia (ou uma noite). Este tipo de insulina é usualmente
utilizado com os tipos rapido ou ultrarrapido. Tem inicio de acao 2-4 horas, pico de
acao de 4-10 horas; duragcao efetiva de 10-16 horas e duracdo maxima de 14-18
horas (Burge; Schade, 1997).

2.2.1.4 Insulina Longa

Insulina que possui o inicio de sua agdo, como o préprio nome indica, longo,
apds 2 horas de sua aplicacdo, Seu pico de acdo, duracdo efetiva e duragao
maxima, sdo dose-dependentes e estdo diretamente relacionados com a quantidade
de insulina administrada, que varia de paciente para paciente. Fatores como idade,
peso, sedentarismo e patologias associadas sdo determinantes para a grande
variedade de doses necessarias para cada paciente (Burge; Schade, 1997).

2.2.2 Insulinoterapia

A insulinoterapia é o tratamento do Diabetes Mellitus através da
administragdo exogena de insulina. O meétodo mais utilizado no tratamento do
Diabetes envolve a escolha de um ou mais dos seguintes protocolos: duas
aplicacoes diarias, multiplas aplicacdes e infusdo controlada. As doses sdo de
quantidades previamente determinadas e medidas em Ul (unidades internacionais).
No inicio do tratamento, elas sédo calculadas observando-se a dose de 0,2 - 0,5
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Ul/Kg/dia e, na sequéncia do tratamento, utiliza-se a dose média de 0,5 - 1Ul/Kg/dia,

para pacientes adultos (Burge; Schade, 1997).

2.2.3 Administracao da Insulina

A insulina deve ser aplicada diretamente no tecido subcutaneo
(camada de células de gordura), logo abaixo da pele. A espessura da pele gira em
torno de 1,9 a 2,4 mm nos locais de aplicacdo da insulina. As agulhas utilizadas
podem ter 4, 5, 6 ou, no maximo, 8 mm. O angulo de aplicacao varia em funcao da
quantidade de gordura da area de aplicagdo do paciente com Diabetes. Por
exemplo, no caso de uma pessoa magra € com pouca gordura na regido de
aplicacao, corre-se maior risco de atingir os musculos quando se utiliza agulha mais
longa e angulo de aplicacdo de 90° em relacao a superficie da pele. Nesses casos,
pode-se optar por uma agulha mais curta, fazer uma prega cutanea (de pele)' e
aplicar em angulo de 45°(Souza; Zanetti, 2000).

Ainda de acordo com os autores acima citados, o rodizio diario entre os locais
de aplicacdao proporciona diminuicdo do risco de complicagcdes naquela regiao, tal
como a hipertrofia (pontos endurecidos abaixo da pele) ou atrofia (depressbes no
relevo da pele ocasionadas por perda de gordura). Recomenda-se aguardar de 20 a
30 dias para voltar a aplicar no mesmo ponto. A distancia entre dois pontos de
aplicacao deve ser de mais ou menos trés centimetros.

No abdome, as insulinas podem ser absorvidas de forma mais rapida do que
nos bracos e coxas. A escolha das agulhas pode seguir as seguintes
recomendagoes:

Agulha com 4, 5 ou 6 mm podem ser usadas por adultos obesos e nao
obesos e, geralmente, ndo requerem a realizacdo de prega cutanea, especialmente
para as agulhas de 4 mm. Em geral, quando sédo usadas agulhas curtas (4, 5 ou 6
mm), as aplicagdes devem ser feitas em angulo 90°. Contudo, quando a aplicacao
for realizada nos membros ou em abdomes magros, uma prega cutanea pode ser
feita para garantir que nao haja injecao intramuscular, mesmo com agulhas de 4 e 5

mm. Neste caso, as injecdées com agulha de 6 mm sé deveriam ser usadas com a

Importante saber que a prega na pele, para quem tem Diabetes, é utilizada a fim de evitar que a agulha
atinja os musculos que se situam logo abaixo do tecido adiposo pois, nesse local, a insulina pode ser absorvida
mais rapidamente, alterando seu tempo de agdo.
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realizacdo de uma prega cutanea ou em angulo de 45°. N&o ha razdo médica para
usar agulhas mais longas do que 8 mm (Souza; Zanetti, 2000).

Para as criancas e os adolescentes, o mesmo autor referencia que agulhas
com 4, 5 ou 6 mm podem ser utilizadas. Criancas e adolescentes magros e com
Diabetes, quando injetam a insulina em bracos e pernas, podem precisar fazer uma
prega cutanea, especialmente quando sédo usadas agulhas de 5 ou 6 mm. Quando
for usada uma agulha de 6 mm, a aplicacdo com angulo de 45° pode ser realizada
no lugar da prega cutanea. Entretanto, para a maioria das criangas, exceto aquelas
muito magras, uma agulha de 4 mm pode ser inserida a 90°, sem necessidade de
prega cutdnea. Se apenas uma agulha de 8 mm estiver disponivel (que pode
acontecer com usuarios de seringas), deve-se realizar a prega cutanea e, além
disso, inserir a agulha em angulo de 45°. (Souza; Zanetti, 2000).

Para as gestantes, o aparecimento de ecmoses (manchas roxas) € comum no
local de aplicacdo de insulina. As agulhas curtas (4, 5 ou 6 mm) podem ser usadas
por este publico alvo. Quando apenas uma agulha de 8 mm estiver disponivel, a
regidao do abdome deve ser evitada e a aplicacao realizada com a prega cutanea e
em angulo de 45°. E prudente realizar a destacada prega em todos os locais de
aplicacdo. Contudo, para evitar complicagdes, recomenda-se evitar a aplicacdo de
insulina na regido abdominal, especialmente ao redor do umbigo, no ultimo trimestre
da gestacdo. Recomenda-se que a aplicacao seja feita na regido glutea (nadegas)
para as gestantes magras. A regido dos flancos do abdome pode ser usada,
também, desde que se faca a prega cutanea (Souza; Zanetti, 2000).

No geral, os melhores locais para a aplicagdo de insulina sdo o abdome
(barriga), a coxa (frente e lateral externa), o brago (parte posterior do tergo superior),
a regido da cintura e o gluteo (parte superior e lateral das nadegas). (Souza; Zanetti,
2000).

A utilizacdo de injecbes didrias provoca desconforto nos pacientes,
especialmente naqueles que necessitam de muitas aplicagdes. Varias complicacdes
podem advir desse método de tratamento. Quando se aplica a insulina sempre na
mesma regido do corpo, seja através de seringa ou caneta de aplicacao, pode-se
causar um inconveniente que gera, além de problemas estéticos, efeitos sobre a
correta absorgdo da insulina, a lipodistrofia. (Minelli, et al, 2003).

A Figura 7, abaixo, demonstra as camadas da pele e evidencia o tecido
adiposo, local onde ocorre a lipodistrofia, cuja causa € desconhecida. Sabe-se,
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porém, que sao, em média, quatro vezes mais presentes nas mulheres do que nos
homens, e que pode haver causas diferentes para os varios sintomas.

Uma das teorias, apresentadas por Minelli (2003), defende que os inibidores
de protease interferem no processo da gordura. Isto ocorre porque moléculas de
inibidor de protease sdo semelhantes a algumas proteinas humanas que processam
a gordura. Porém, alguns pacientes, que nunca utilizaram tais inibidores, tém a
lipodistrofia.

Misculo

Figura 7 - Localizagédo da Lipodistrofia — Células de gordura (Alexandre, 2015).

A lipodistrofia, por sua vez, divide-se em dois tipos, a Lipohipertrofia ou a
hipertrofia de insulina: aparece sempre de forma suave em formato de n6dulos nos
locais das inje¢cbes. Esta condicdo pode ser causada pelos efeitos naturais da
insulina, por nao realizar corretamente o rodizio dos locais de aplicacao ou pela
reutilizagdo de agulhas (Minelli, et al, 2003).

Lipoatrofia € a segunda forma de lipodistrofia e corresponde a perda de
gordura sob a pele. Esta condigao acontece no momento em que ha um declive
dentro da pele de textura firme, sendo mais frequente aparecer quando do uso
continuado de insulinas misturadas e na regidao abdominal. Isso ocorre porque o
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abdome é o local mais pratico e indolor para o diabético fazer a autoaplicacao e, por
isso, acaba sendo o mais utilizado. Além disso, a camada de gordura formada na
lipodistrofia diminui ainda mais a eventual sensacdo de dor, o que faz com que
muitas pessoas acabem preferindo esta regiao (Minelli, et al, 2003).

Observamos, em nosso dia a dia, que nao se deve injetar insulina nos locais
com lipodistrofias porque eles ndo absorvem muito bem o horménio. Para se
conseguir niveis séricos adequados de insulina, quando aplicada nos locais onde
existe lipodistrofia, sera necessario se injetar quase o dobro de insulina para obter
0S mesmos resultados. Sendo assim, a diminuigdo da absorgdo da insulina nos
locais afetados, acaba por levar a ocorréncia, frequente, de episddios de hipo e
hiperglicemias ndo esperados e, consequentemente, obriga o diabético a, cada vez

mais, aumentar a sua dosagem de insulina, na tentativa de equilibrar suas taxas.

2.3 Biomateriais

Biomateriais sdo substancias ou combinagcdes destas, que podem ser de
origem natural ou sintética, produzidas para serem utilizados no corpo por um
periodo de tempo limitado ou definitivo, objetivando desempenhar uma fungao
comprometida no organismo, como também ser um veiculo para incorporar outras
substancias. Em contato com o organismo, ndo devem liberar substancias téxicas e
devem ser biocompativeis (Calister, 2002; William, 2008).

A escolha de um biomaterial deve ser fundamentada nas suas propriedades e
aplicacoes, sendo determinada pela composicao e tipo de material utilizado na
producdo. Essa avaliacdo das propriedades e caracteristicas deve ser realizada
através de parametros cientificos e de Engenharia, considerando a interacao
complexa de fatores fisicos, biologicos, clinicos e tecnolégicos desejaveis (Orefice;
Pereira; Mansur, 2012).

Silver e Doillon (1989) destacam algumas caracteristicas na selecao dos
materiais a serem utilizados em organismos vivos, como: biocompatibilidade,
estabilidade quimica, estabilidade mecéanica adequada, peso, densidade e forma
adequado, ser relativamente barato, reprodutivel e de facil fabricacdo e ser
biofuncional, ou seja, desempenhar a fungdo para a qual foi projetado, com o

maximo de eficiéncia.
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A biocompatibilidade é a capacidade de um material dar uma resposta
tecidual adequada numa aplicagdo especifica, ndo causando reagao inflamatoria
cronica, reacdo de corpo estranho ou toxicidade, podendo ser reabsorvida ou
substituida por tecido natural (Williams, 2008; Santos; Wada, 2007).

Biomateriais, a base de quitosana, constituem uma classe de materiais com
diversas aplicagGes, dentre elas, a regeneracdo tecidual. Tém sido aplicados em
varios campos, desde a liberagdo controlada de farmacos até a engenharia de
tecido, de forma que, a presenca da quitosana nos biomateriais tem um grande
potencial devido a sua versatilidade de aplicacdes (Laranjeira; Favere, 2009; Spin-
Neto et al., 2008).

2.4 Quitosana

“A quitosana foi descrita, em 1894 por Hoppe-Seyler, quando a quitina foi
submetida a um refluxo a 453 K em hidroxido de potassio concentrado, obtendo um
produto bastante soluvel em acido acético e acido cloridrico. Além disso, o produto
solubilizado precipitava por adicdo de alcalis e a este produto solubilizado se
denominou quitosana, sendo assim obtida uma substancia que possuia quantidade
de nitrogénio igual a quitina original” (Abram, 2004).

Na natureza, a quitosana pode, também, estar presente em alguns fungos,
como aqueles pertencentes aos géneros Mucor e Zygomicetes (Kafetzoulos, 1993).
De acordo com o grau médio de acetilacdo (GA), pardmetro empregado para
caracterizar o conteudo médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de quitina e
quitosana, podem-se obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade (Singla, 2001).
Geralmente, é dificil se obter quitosana com elevado grau de desacetilacdo pois, a
medida que este aumenta, a possibilidade de degradacdo do polimero também
aumenta. (Le Dung, 1994).

E um polimero linear, obtido, geralmente, pela desacetilacdo alcalina da
quitina, que é um polissacarideo constituido de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose, ligadas através de ligacdo [(-(1—4). Tem grande importancia
econdmica e ambiental, obtida, como dissemos, a partir da quitina, material existente
principalmente nas carapacas de crustaceos, e que representa o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, s6 sendo ultrapassado pela celulose. E
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originada a partir da reacdo de desacetilacdo parcial de quitina, geralmente por
tratamento alcalino (Spin, et al, 2008). Possui baixa toxicidade, além de ser
biocompativel e biodegradavel, sendo amplamente utilizada em diversas vertentes,
com sucesso na area meédica e farmacéutica, empregada para a obtencdo de
produtos cosméticos, no desenvolvimento de pele artificial para o tratamento de
gueimados, a fim de simular a permeabilidade de substéancias ativas através da pele
humana (Majeti & Kumar, 2000), na obtengdo de curativos com a capacidade de
deter hemorragias, prevenir infeccdes, desenvolver filmes com acédo antimicrobiana
para a conservacao de carnes, frutas e cereais e desenvolver membranas para
hemodidlise. Além disso, previne a absorcao de proteinas, a adeséo de plaquetas e
a formacgao do trombo por mecanismo de repulséo elétrica, ja que as interagdes que
levam a trombose ocorrem na interface sangue-biomaterial (Benesch, 2002;
Sandford, 1988; Burkatovskaya, 2006).

No estado sdlido, a quitosana é um polimero semicristalino. Sua morfologia
tem sido muito investigada, e muitos polimorfismos sdo mencionados na literatura.
Cristais de quitosana sao obtidos usando-se a desacetilacdo completa da quitina de
baixo peso molecular (Azevedo, 2007).

A produgéo de quitosana, a partir da quitina, deve ser realizada de forma que
garanta, ao final do processo, a obtencdo de quitosana com alto grau de pureza,
sobretudo, isenta de contaminantes, como proteinas, endotoxinas e metais toxicos.
Neste ambito, é valido ressaltar que o polimero obtido deve ser caracterizado
adequadamente quanto a massa molar, grau de acetilagdo e distribuicdo deste
grupo ao longo da cadeia polimérica. Estas caracteristicas podem influenciar na
biodegradabilidade do mesmo, principalmente na acessibilidade enzimatica,
influenciando a hidrélise do polissacarideo. (Khor, 2002).

Algumas aplicagbes farmacéuticas da quitosana séo limitadas por problemas
de hidrossolubilidade, uma vez que esta é insoluvel em 4gua em meio neutro,
condicao em que enzimas fisioldgicas exercem sua atividade (Kubota, 2000).

Na Figura 8, é possivel ver o esquema de desacetilacdo da quitina, dando

origem a quitosana.
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Figura 8 - Esquema de desacetilagcdo da quitina, originando a quitosana (Adaptado de STAMFORD,
2006).

Partindo do principio de que derivados de quitina e quitosana podem ser
preparados a fim de se melhorar sua solubilidade em agua, as aplicagdes destes
polimeros podem aumentar significativamente. Desde a descoberta da molécula da
quitosana, ha cerca de 150 anos, sempre se acreditou que este polimero fosse
insoluvel em meio alcalino. Porém, Muzzarelli e colaboradores (1997), de forma
inovadora, conseguiram desenvolver um sistema em que pode existir quitosana
soluvel, mesmo em pH 10. Varias sdo as propriedades deste polimero ja
comprovadas cientificamente. Dentre as mais importantes, destacam-se: a atividade

antimicrobiana, o efeito coagulante, analgésico e aceleracao da cicatrizagao.

2.4.1 Atividade Antimicrobiana

Alguns pesquisadores explicam a atividade antimicrobiana da quitosana por
seus grupos aminicos que, uma vez em contato com os fluidos fisioldgicos,
provavelmente, s&do protonados e se ligam a grupos anibnicos desses
microrganismos, resultando na aglutinacdo das células microbianas e inibicao do
crescimento (Olsen, 1989; Ravi Kumar, 2000).

Esses polimeros provocam a inibicdo do crescimento de microrganismos,
como E. coli, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium (Ravi, Kumar, 2000), S.
epidermidis, P. aeruginosa, S. pyogenes, K. pneumoniae, S. aureus, S. faecalis
(Olsen, 1989), Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus, Coliforms, Vibrio (Singla, 2001), Agrobacterium tumefaciens,



42

Corynebacterium michiganence, Erwinia sp., Micrococcus luteus, Pseudomonas
fluorescens, Xanthomonas campestris, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Drechslera sorokiniana, Micronectriella nivalis, Procularia oryzae, Rhizoctonia solani,
Tricophyton equinum (Seo, 1989) e Candida (Koide, 1998).

Estudos mais recentes, entretanto, revelam que o mecanismo da atividade
antimicrobiana da quitosana esta intimamente relacionado as propriedades fisico-
quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana do microrganismo ((Costa,
et al., 2006).

Esses resultados sugerem que os efeitos da quitosana séo distintos nos dois
tipos existentes de bactérias: as gram-positivas e as gram-negativas. No caso das
primeiras, a hipdtese € que quitosana de alta massa molecular forma peliculas ao
redor da célula que acabam por inibir a absorcdo de nutrientes, enquanto que
quitosana de baixa massa molecular penetra mais facilmente em bactérias gram-
negativas, causando disturbios no metabolismo desses microrganismos (Costa, et
al., 2006).

2.4.2 Efeito Coagulante

Quitina e quitosana desempenham, ainda, importante papel na homeostase
(Singla, 2001; Olsen, 1989), muito embora, de maneira independente ao sistema
classico da cascata de coagulacao (Rao, 1997). Okamoto e colaboradores (2003)
mostraram que esses polimeros reduzem o tempo de coagulacdo sanguinea de
forma dose-dependente, sendo a quitosana (tempo de coagulagcédo sanguinea de 3,7
min) mais eficaz que a quitina (tempo de coagulagdo sanguinea de 4,7 min) na
coagulacdo sanguinea sob a mesma concentragcdo de 0,1 mg/ml (tempo de
coagulacao sanguinea de 12 min para o controle), embora a quitina tenha maior
capacidade em agregar plaquetas (61,2%), comparada a quitosana (27,9%).

O fato de a quitosana ser mais eficaz na coagulagdo sanguinea, mesmo
quando a quitina tem maior poder de agregacado plaquetaria, é atribuido a sua
capacidade em agregar, também, os eritrocitos devido a interacdo das cargas
positivas dos grupos aminicos livres da quitosana com as cargas negativas de
receptores dos eritrocitos, contendo residuos de &cido neuraminico e muramico
(Singla, 2001; Rao, 1997).
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2.4.3 Efeito Analgésico

Estudos realizados por Okamoto (2002) sugerem que o principal efeito
analgésico da quitosana é decorrente da captura de hidrogénios acidos liberados no
local da inflamacao pela ionizacdo do grupo aminico a NH3+. A quitosana teria a
propriedade de absorver a bradicinina liberada no sitio da inflamacao, e a quitina
teria a capacidade de absor¢cdo quase trés vezes maior do que aquela (Costa, et al.,
2006).

2.4.4 Aceleracao da Cicatrizacao

A propriedade imunomoduladora da quitosana (Figura 9) é devida a sua
capacidade de ativar, quase que exclusivamente, o macrofago (Olsen, 1989), o que
explica, ndo somente, seu papel na aceleracdo da cicatrizacao de lesdes, mas,
também, a biodegradabilidade desse polimero no organismo (Muzzarelli, 1992 e
Muzzarelli, 1997).
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Figura 9 - Mecanismo imunomodulador da quitosana (Adaptado de Muzzarelli, 1992 e Muzzarelli,
1997).
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Os macro6fagos, ativados pelos oligbmeros de quitina e quitosana de baixa
massa molecular, liberam interleucina-1, que estimula a proliferacao de fibroblastos
e influencia a estrutura do colageno. Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que
hidrolisa a quitosana a monémeros de Nacetilglicosamina e glicosamina, unidades
de acucares necessarias a biossintese do acido hialurénico e outros componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos (Muzzarelli, 1992 e Muzzarelli, 1997).
Trabalhos utilizando-se da quitosana como carreador da insulina sdo considerados
promissores como alternativa da via de administracdo da mesma em sistema de

liberagéo controlada de farmacos.

2.5 Liberacao Controlada de Farmacos

Atualmente, os sistemas de liberagdo de farmacos fazem parte ndo s6 da
investigacao farmacéutica. Em sua grande parte, esses sdo baseados em matrizes
poliméricas. As matrizes hidrofilicas tornaram-se muito populares na formulagéo de
formas farmacéuticas de liberacdo modificada. A sele¢cdo do polimero hidrofilico na
confeccdo da matriz pode fornecer uma jungcdo adequada dos mecanismos de
intumescimento, de dissolucdo ou de erosédo e determinam a cinética de liberacao in
vitro (Lopes; Lobo e Costa, 2005).

O objetivo principal da liberacdo controlada de farmacos é o controle
temporal e espacial, in vivo, da concentracdo de farmacos, para que haja uma
administragdo maximizada, de modo que os efeitos adversos sejam diminuidos,
ocasionando, assim, beneficios clinicos. Desta forma, o termo “farmaco” engloba os
compostos bioativos utilizados com finalidade terapéutica (Uchegbu, 2006).

Os farmacos possuem uma faixa de agao terapéutica, acima da qual ela é
toxica e abaixo da qual é ineficaz. As dosagens administradas determinam os niveis
plasmaticos. Observa-se que a concentracao do farmaco na corrente sanguinea, na
administragcdo em dose Unica, apresenta um aumento, até atingir um pico maximo, a
partir do qual passa a diminuir. Neste momento, é necessario uma nova dose, para
gue a concentracdo volte a se elevar. Se houver variagdo na administracao, 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,
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ocorre a manutencdo da concentragdo do farmaco em niveis eficazes, por um tempo
prolongado, utilizando-se de uma unica administragéao (Allen, 2007).

Os sistemas poliméricos de liberacao controlada de farmacos tém sido
pesquisados, em detalhes, nos ultimos 30 anos. Apresentam a vantagem de manter
o farmaco por mais tempo dentro da janela terapéutica (Figura 10), reduzindo a
possibilidade de niveis toxicos ou subterapéuticos. Desta forma, minimizam-se os
efeitos colaterais e 0 nUmero de doses requeridas é diminuido, além de se promover

a aproximacao da secrecao fisioldgica de alguns horménios (Souza, 2006).
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Figura 10 - Perfil de liberagado de farmacos convencional e controlada em funcao do tempo (Vitaline,
2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, localizado na Unidade Académica de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/UFCG.

3.2 Materiais

e Quitosana fornecida na forma de pd pela Sigma Aldrich — de médio peso;
molecular com grau de desacetilacao entre 75- 85%;

 Acido acético glacial P.A., fornecido pela Vetec;

e Insulina — Insulina Humana comercial liquida-NPH;

e Hidréxido de sédio P.A., fornecido pela Vetec;

3.3 Métodos

3.3.1 Biofilmes conjugadas de Quitosana e Quitosana/lnsulina.

A solucao de quitosana com concentragdo 1%m/v foi obtida através da técnica
de evaporacao do solvente, pela adigcdao de 10g de quitosana em p6 em uma solugéao
de 1000 ml de acido acético glacial a 1% v/v, sob agitacao constante em agitador
mecanico, por um periodo de 2h, em temperatura de 40°, a uma velocidade de 620
rom. Posteriormente, a solucdo foi neutralizada com uma solugédo de hidréxido de
sédio 1 Mol/L.

A sequir, foram colocados 5ml em 30 placas de Petri de 5,5 cm. Em 10 destas
amostras, incorporamos 2ml de insulina, misturando a solucédo polimérica com a
ajuda do bastao de vidro, de forma lenta por 1 min.

A secagem dos filmes foi realizada usando-se a técnica de evaporagcédo de
solvente, em temperatura entre 2° e 8° C (refrigerador), por 7 dias. Apds, foram
retiradas 10 biofilmes de quitosana e foram inseridos 2 ml de insulina e depois 5 ml
de quitosana pela técnica de dip coating, e novamente foram secas. Em seguida
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todos os biofilmes foram separados, identificados e submetidos aos processos de
caracterizagao.

A Figura 11 ilustra de maneira simplificada o fluxograma da elaboragdo dos
biofilmes de quitosana ja a Figura 12 representa as demais membranas, desde o seu
processo inicial até a sua caracterizagdo e a Tabela 4 exibe a identificacdo dos
biofilmes.

Quitosana Solugdo dcido | 2h, & 40° sob
(PO) — acético 1% | agitacdo
| | |
o
Vertidas em
Placas (Petri) |—» S€cagem em
Bl geladeira

Figura 11 - Fluxograma da elaboragao dos biofilmes de quitosana (Fonte: prépria)

Biofilme de
Biofilme de Quitosana 5mL + Quitosana + 2mL
Quitosana 2mL de Insulina de Insulina + 5mL

de Quitosana

Caracterizagoes

Figura 12 - Fluxograma da elaboracéao dos biofilmes de quitosana (Fonte: prépria)
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Tabela 4 - Denominacao das amostras.

CODIGO AMOSTRAS
Q Quitosana 1%
Ql Quitosana 1% com insulina
QlaQ Quitosana 1% com insulina + Quitosana 1%

Fonte: Propria

3.4 Caracterizacoes

Os biofilmes foram caracterizados por Difracdo de raios-X (DRX),
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) /
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS) e Molhabilidade por
Medida de Angulo de Contato.

3.4.1 Difracao de raios X (DRX)

As andlises de difracao de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente
em aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiagdo Ko do cobre (1,5418 A),
tenséo de 40 kV e corrente 30 mA. Os biofilmes foram examinados em um intervalo

de 20 entre 1,5 e 40,0 graus a uma velocidade de 2°/min.

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

As andlises utilizando a técnica de espectroscopia na regiao de infravermelho
com transformada de Fourier dos biofiimes foram realizadas em temperatura
ambiente e o equipamento utilizado foi um Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica
FTIR foi usada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes nos biofilmes utilizando a faixa de varredura de 4000 a 600 cm™.
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3.4.3 Microscopia Otica (MO)

Para materiais que sdo opacos a luz visivel, como € o caso dos metais, da
maioria dos ceramicos e polimeros, somente a superficie pode ser observada e deve
ser criteriosamente preparada de maneira que venham a revelar a microestrutura
(Fook, 2005). A microscopia Otica foi utilizada para avaliagdo da morfologia dos
biofilmes com magnificacao de 350x.

Aparelho Microscépio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo com acessorios
2D, acoplado a uma estacao de Analise de Imagens.

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

Para realizagdo destas analises foi utilizado um microscépio eletrénico de
varredura de bancada, modelo PHENOM, MEV PROX, fabricante PHENOM WORD,
com magnificacdo de 1000x sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao
condutoras.

Para a identificacdo quimica do material foi utilizado um Microscépio Eletrénico
de Varredura de bancada, PHENOM, MEV PROX, fabricante PHENOM WORD
acoplado com sistema para micro analise quimica por Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS).

3.4.5 Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato

A técnica consiste no calculo da tenséo superficial dos biofilmes baseada na
analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota de agua
destilada com tensao superficial conhecida e a superficie sélida depende da relagcao
entre as forcas adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a superficie.

As andlises de angulo de contato foram efetuadas apds o gotejamento de
agua destilada na superficie da amostra. Foi utilizada uma camara digital para
capturar a imagem, tendo sido tais imagens, posteriormente, remetidas a um
computador que possui um programa especifico para ser feita a conversao do
angulo da interface liquido-material em unidade de tenséo interfacial. A medida do
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angulo de contato, assim obtida, foi utilizada para caracterizar a molhabilidade das

superficies.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difracao de Raios X (DRX)

O difratograma de Raios X obtido do p6 de quitosana esta ilustrado na Figura
10. Observou-se no difratograma (Figura 13) bases largas iniciados
aproximadamente entre 7% e 10° e entre 17 e 20°, comportamento este tipico de
materiais poliméricos semicristalinos, condizentes com os estudos de Barbosa
(2011).
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Figura 13 - Difratograma de Raios X do p6 da quitosana (Q_P&6) (Fonte: Propria).

O polimero quitosana tem um perfil semicristalino, que é proveniente das
fortes interagdes intra e intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio
formadas entre os grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes
na molécula de quitosana. As interacées que ocorrem na quitosana provém de uma
certa organizacao na estrutura cristalina (Uragam; Tokura, 2006).

As Figuras 14, 15 e 16 ilustram os difratogramas das membranas contendo

quitosana (Q), quitosana-insulina (Q_l) e quitosana-insulina-quitosana (Q_1_Q)
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Figura 14 - Difratograma de Raios X da membrana de quitosana (Q) (Fonte: Prépria).
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Figura 15 - Difratograma de Raios X da membrana de quitosana com insulina (Q_I) (Fonte: Prépria).
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Figura 16 - Difratograma de Raios X da membrana de quitosana com insulina (Q_I_Q) (Fonte:
Prépria).

O difratograma de Raios X da membrana de quitosana (Q), Figura 14,
continua apresentando uma estrutura tipica de um polimero semicristalino com dois
picos de reflexdo (Figura 11, Q_Pd), caracteristico dos difratogramas da quitosana,
corroborando com o estudo de Aimoli (2007). Entretanto nota-se que apareceram
outros picos, que devem ser relacionados a neutralizacdo da solugcdo que foi
realizada por hidréxido de sédio, e, provavelmente, formou um sal (acetato de
sédio), pois, nos estudos de Trigueiro (2015), a solugdo de quitosana - sem
neutralizar - nao alterou o perfil semicristalino carateristico das membranas.

Ao analisar o difratograma da membrana quitosana com insulina (Figura 15,
Q_I), constata-se que este polimero diminuiu, discretamente, a base larga, iniciada
em aproximadamente 17 e 20°. Também ocorreu a intensificacdo de alguns picos e
a diminuicdo de outros, indicando que ocorreu a interagdo entre a quitosana e a
insulina, confirmando o estudo de Holanda (2011).

Quando observado o difratograma da quitosana — Insulina — quitosana (Figura
16, Q_|_Q), é possivel inferir que hd um indicativo da incorporagdo da insulina
devido a mudanca discreta no perfil da membrana quando comparado com a Figura

15. Ocorreu um aumento na cristalinidade, passando a membrana a ter um perfil
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mais cristalino. Isto deve ter ocorrido devido a presenca do hidréxido de sodio

utilizado na neutralizacao.

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

A técnica de FTIR foi proposta nesta dissertacao visando identificar uma
possivel interacdo entre a quitosana e a insulina, numa possivel interacao entre os
grupos funcionais das moléculas das membranas de quitosana (Q), quitosana-
insulina (Q_I) e quitosana-insulina-quitosana (Q_I_T). A Figura 17 ilustra o espectro
da quitosana em p6 e da insulina para servir como base para as discussdes dos

espectros das membranas.
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Figura 17 - Espectro da Quitosana em Pé (Q_P6) e da Insulina (Fonte: Prépria)

Analisando o espectro de infravermelho obtido do P6 de quitosana (Q_P¢),
Figura 17, verificou-se que ele esta de acordo com Barbosa (2011) e Ponciano
(2010), pois 0 espectro apresentou todas as absorgdes relativas a quitosana. Pode-
se ainda afirmar que a mesma néo é 100% desacetilada, pois possui uma banda
caracteristica da amida (O = C — NHR), como pode ser visualizado na Figura 17.
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Tabela 5 - Bandas de absorcéo do p6 de quitosana.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3334 Deformacao axial de O-H e N-H do grupo NH,
2928 e 2873 Deformacéao axial de C-H de grupos CH, e CHs
1652 Deformacao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformagéao angular N-H do grupo NH; (amina)
1423 e 1319 Deformacgao angular de O-H e deformacao angular

de C-H do anel glicosidico
1377 Deformacao angular do C-H de CHj3
1150,1062 1020 Deformacéao axial do C-O-C da ligacao éter

Fonte: PONCIANO, 2010.

A Figura 17 ilustra o espectro da insulina, indicando duas bandas de absorcao
referentes & amida | em 1642 cm™ e & amida Il em 1512 cm™. Os estudos de
Sarmento et. al, (2006) indicaram resultados parecidos em seus estudos sobre
desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de polissacarideos contendo
insulina. No espectro da insulina do autor citado, bandas em 1650 cm™ (Amida I) e
em 1540 cm™ (Amida Il) foram ditas como bandas caracteristicas de espectros de
proteinas.

A Figura 18 ilustra o espectro de infravermelho das membranas contendo
quitosana (Q), quitosana-insulina (Q_I) e quitosana-insulina-quitosana (Q_I_Q).

Comparando os espectros da Quitosana em Pé (Figura 16) e da membrana
de Quitosana (Q) (Figura 18), verificou-se uma alteragcdo no espectro, devida,
provavelmente devido a neutralizagdo da solu¢cao com hidroxido de sédio.

Analisando os espectros Q e QI (Figura 18), notou-se, no espectro da
quitosana com insulina, para além do aumento da intensidade de absorbancia, um
discreto deslocamento das bandas caracteristicas da amida | (1646 cm™) e da amida
Il (1555 cm™). Além disso, foi observada uma alteracdo no valor da intensidade de
absorbancia da banda na faixa 3331 cm™, quando comparado & membrana de
quitosana sem insulina. Isto pode ter ocorrido em razdo da insulina conter os
mesmos grupos funcionais nesta faixa de absorbancia, ocasionando um aumento na
intensidade desta banda devido a concentracdo de grupos OH. Essas modificacoes

do espectro podem sugerir uma possivel interagdo entre a quitosana e a insulina,
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corroborando com os estudos de Holanda (2011) e Trigueiro (2015). Comparando
as membranas de Q_|_Q com Q_I, verifica-se que elas sao similares, indicando que

a insulina continuou incorporada nas membranas de quitosana.
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Figura 18 - Espectro das Membranas (Q), (Q_l) e (Q_I_Q) (Fonte: Propria).

A interacdo entre quitosana e alguns farmacos foi estudada por Boonsongrit,
Mueller e Mitrejev (2007). Seus resultados, de FTIR de microparticulas de quitosana-
insulina, indicam bandas de quitosana sobrepostas com insulina, resultando em um
aumento de intensidade das bandas de carbonila (1654 cm-') e amina (1540 cm™) -
comportamento atribuido a interagdo entre a quitosana e a insulina. O ensaio de
FTIR confirmou a interagdo quimica ocorrida entre a quitosana e a insulina que foi

observada no ensaio de DRX.
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4.3 Microscopia Otica (MO)

Na Figura 19, sdo observadas as micrografias quitosana (Q), quitosana e
insulina (Q_I) e quitosana — insulina — quitosana (Q_I_Q).

Verificou-se que a técnica de microscopia Optica, para as membranas
estudadas, evidenciou a presenca dos poros como encontrado na analise MO.

Figura 19 - Micrografia das membranas (Q), (Q_I) e (Q_I_Q). Magnitude de 1750x (Fonte: Prépria)

Ao analisar a membrana de quitosana (Q), Figura 19, observa-se uma
superficie rugosa, com varias particulas de tamanhos diferentes. Estes resultados
diferem dos apresentados por Lima (2010) e Fidéles (2010), que analisaram a
morfologia de filmes de quitosana, tendo encontrado uma superficie plana e densa.
Isto deve ter ocorrido devido a neutralizacdo com hidréxido de sddio, corroborando
como as anadlises de DRX e FTIR.

Observando-se a membrana com a incorporagdo da insulina, constata-se a
dispersao de uma nova fase na matriz de quitosana quando comparada a imagem



58

(Q, Q_I), Figura 19. S&o encontradas, nesta figura, estruturas esféricas distribuidas
em toda a superficie da amostra que tendem a formacdo de aglomerados de
aspectos filamentosos. Este comportamento de aglomeracdo pode ser atribuido a
presenca da insulina, que foi encapsulada pela matriz polimérica da quitosana. O
mesmo comportamento foi verificado na membrana Q_|_Q, corroborando com os
estudos de Maia (2015).

4.4 Microscopia Eletronica de Varredura / Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X

A Microscopia Eletrénica de Varredura € uma técnica que possui uma elevada
resolucado aliada a uma apropriada profundidade de campo, que pode produzir
imagens superficie da amostra. Nesta técnica, o feixe de elétrons é rastreado pela
superficie da amostra e a imagem € produzida pela coleta dos elétrons secundarios
emitidos pela superficie excitada por um cintilador. Este ensaio foi realizado com a
finalidade de observar a morfologia de todas as amostras ensaiadas nesta pesquisa
e compara-las e por meio de um detector de EDS acoplado, identificando a
composicao quimica das membranas.

A Figura 20 ilustra a micrografia da membrana de quitosana (Q) e seu

respectivo EDS.

(Q)
2000x

Weight percentage Certainty
Na 1561 % 99.5%
[ 41.9% 99.4%
c 2.1% 93.0%

2 3 4 5 (] 7

0 1
186,416 counts in 120 seconds

Figura 20 - MEV e EDS da membrana de Quitosana (Q) (Fonte: Propria).
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Ao analisar a morfologia da membrana de quitosana (Figura 20), com uma
magnificagdo de 2000x, observa-se uma superficie heterogénea, com a presenca de
poros visiveis, caracterizando as membranas como porosas. Lima, 2010; Fidéles
2010; Marreco et. al, 2004 e Dallan, 2005 estudaram a morfologia de filmes de
quitosana e encontraram, diferentemente, uma superficie plana e densa. Ressalte-
se que a solucdo de quitosana foi neutralizada antes da formacdo do filme,
indicando a formagédo do sal (acetato de sédio) na superficie da membrana
apresentada na Figura 20.

Ao analisar o espectro de EDS da Figura 20, constatou-se a presenca dos
elementos C, O e Na, confirmando, desta maneira, a formacéo do acetato de sédio,
corroborando com o MO.

A Figura 21 ilustra a micrografia da membrana de quitosana-insulina (Q_I) e

seu respectivo EDS.
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Figura 21 - MEV e EDS da membrana de Quitosana (Q) (Fonte: Prépria).

Ao analisar a micrografia (Figura 21) da membrana de quitosana com insulina
(Q_I), observa-se uma superficie heterogénea, com a presenca de poros visiveis,
caracterizando as membranas como porosas, comparando com a membrana de
quitosana, apontando para um aumento no tamanho de poros e uma discreta
mudanca no formato e tamanho das particulas. O EDS confirma a presenca da
insulina, visto que o mesmo identificou C, O, Na e N. O nitrogénio € um elemento
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quimico que faz parte da composicdo quimica da insulina (Smith; Marks e
Lieberman, 2007).
A Figura 22 ilustra a micrografia da membrana de quitosana-

insulina_quitosana (Q_I|_Q) e seu respectivo EDS.
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Figura 22 - MEV e EDS da membrana de Quitosana (Q) (Fonte: Prépria).

A micrografia da membrana de quitosana_insulina_quitosana esta
representada na Figura 22. Constatou-se uma morfologia em forma e tamanhos
variados e distribuidos em toda superficie da membrana. Certamente, essa
alteracdo na morfologia, quando comparada as micrografias apresentadas nas
Figuras 20 e 21, pode ser atribuida a segunda camada de quitosana, visto que a
membrana é conjugada de quitosana_insulina_quitosana. Dessa forma, a
associacao alterou a morfologia da membrana de quitosana. Destaca-se, na analise
por EDX (Figura 21), a presenca do nitrogénio (Na), o que confirma a presenca da

insulina na membrana.

4.5 Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato

A Figura 23 ilustra o resultado da molhabilidade por medida de Angulo de
contato das membranas contendo quitosana (Q), quitosana-insulina (Q_I) e
quitosana-insulina-quitosana (Q_I_Q). Foram realizadas dez medi¢des de cada tipo
de amostra e obtida a média dos angulos de contatos.
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Figura 23 - Medida de angulo de contato para as membranas Q, Ql e QIQ. (Fonte: Prépria)

De acordo com os resultados, verifica-se que todas as membranas
apresentaram as medidas de angulo de contato menor que 90°, 0 que indica
hidrofilicidade. Este resultado era desejavel em razdo das membranas terem sido
confeccionadas para um posterior contato com o corpo humano.

Caso o angulo de contato estatico tenha um valor acima de 909, o liquido tem
a tendéncia a ndo molhar a superficie e a fase € chamada de ndo-molhante. Com
um valor aproximado a 0, o liquido recobre toda a superficie, formando um filme fino
de fluido molhante. Quando o valor do angulo for menor ou igual a 90° a
molhabilidade é dita parcial. Logo, quanto menor for o angulo, maior sera a
molhabilidade (Wisniewski; Arguelho, 2011).

A presenga da insulina ndo interferiu, consideravelmente, no perfil hidrofilico
do material. Entretanto, observa-se, na Figura 23, que a presenga da insulina nas
membranas de quitosana foi a que obteve o menor valor do angulo de contato
comparando-se com as membranas de Q e Q_I_Q, ou seja, com a insergdo da
insulina, o angulo de contato diminui, tornando a membrana mais hidrofilica,

resultado este que corrobora com Lima (2010) e Holanda (2011).
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5 CONCLUSAO

Os resultados de DRX demonstraram que a neutralizacdo das membranas
atribuiu as mesmas um perfil mais cristalino quando comparado ao perfil da
quitosana em pé. Este fato ocorreu devido a formacao do acetato de quitosana. Foi
observado o indicativo da incorporacéo da insulina.

O processo utilizado para confec¢ao do biofilme (biomaterial), constituido por
um polimero (quitosana) e pelo farmaco insulina, mostrou-se eficaz. Os resultados
obtidos nos ensaios de FTIR mostram uma possivel interagao.

Nos ensaios de MO, MEV e EDS, foi possivel confirmar a presenga da
insulina nas membranas e, também, a formacdo do acetato de sdédio devido a
neutralizacao.

Com as medidas de molhabilidade por medida de angulo de contato, foi
possivel observar um aumento no carater hidrofilico das membranas contendo
insulina em comparagéo aquelas de quitosana pura.

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que ha evidéncia da incorporagao
da insulina ao biofilme de quitosana, indicando possibilidades de uso em

tratamentos menos invasivos no futuro.
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