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RESUMO 

A heparina e um polissacarideo que pertence a familia dos 

glicosaminoglicanas, polianionico de ocorrencia natural. E um dos mais 

potentes anticoagulantes conhecidos, sendo amplamente utilizada na 

terapeutica de diversas doencas e alteracoes hematologicas. Dentre as 

desvantagens do tratamento com a heparina, tem-se a administracao somente 

por via parenteral, devido a mesma ser degradada, quando administrada por 

via oral. A obtencao de uma blenda de quitosana/gelatina/heparina pode ser 

uma alternativa viavel para outras formas de administracao da heparina, pois 

tanto a quitosana quanto a geiatina podera ser um carreador do farmaco ate a 

corrente sanguinea, pois a geiatina, alem de ser um carreador ira facilitar a 

homogeneizacao da heparina na solugao de quitosana sem que haja 

precipitacao macroscopica das mesmas. Desta forma, este trabalho teve o 

objetivo de desenvolver e avaliar membranas de quitosana/gelatina/heparina. 

As membranas de quitosana e geiatina com heparina nas proporcoes de 20 mg 

e 40 mg foram preparadas pelo metodo de evaporacao de solvente e divididas 

em dois grupos, um neutralizado pelo hidroxido de amdnia e outro neutralizado 

por hidroxido de sodio. Todas as membranas foram caracterizadas por DRX, 

FTIR, MEV, EDS, Tensao Superficial por Angulo de Contato, Ensaio de 

Intumescimento e Ensaio de Biodegradacao. Baseado nos resultados pode-se 

concluir que a interacao entre a quitosana, geiatina e a heparina foi efetiva. No 

entanto, ocorreu diminuicao significativa da heparina do grupo neutralizado 

com NaOH, isto, possivelmente, devido ao arraste do farmaco durante a 

lavagem das membranas com agua destilada. 

Palavras-chave: Heparina; geiatina; quitosana; membranas; biomateriais. 



ABSTRACT 

Heparin is a polyanionic polysaccharide that occurs naturally and belongs to the 

group of the glycosaminoglycan. It is one of the most powerful anticoagulants of 

which mankind has knowledge, taking part in the treatment of several diseases 

and hematological alterations. One of the disadvantages of heparin, though, is 

the fact that it is severely degraded when taken orally and therefore it is better 

introduced via a route other than the mouth. A possible solution to this problem 

involves a chitosan/gelatine/heparin blend, provided that both the chitosan and 

the gelatine manage to deliver the heparin all the way to the blood flow, not to 

mention that the gelatine plays an important role in the process of 

homogenizing the chitosan/heparin mixture - with no precipitation. The project's 

main goal was to develop and study chitosan/gelatine/heparin membranes. The 

membranes with 20mg and 40mg of heparin were prepared by means of 

evaporation of the solvent and they were divided in two groups: The first one 

was neutralized by the ammonium hydroxide and the second one, by the 

sodium hydroxide. Each one of them was submitted to the following 

characterization techniques: XRD, FTIR, SEM, DES, Wetting Test, swelling test 

and biodegradation tests. In light of the obtained results, it was concluded that 

the relation between chitosan, heparin and gelatin was effective. However, a 

significant decrease of the heparin in the second group was noticed, and that 

was possibly due to the transport of medicine while the membranes were being 

cleaned with distilled water. 

Keywords: Heparin, gelatine, chitosan, membranes, biomaterials. 
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1 INTRODUCAO 

Com o aumento da expectativa de vida e o consequente envelhecimento 

populacional, doencas cronicas degenerativas tern figurado como a maior 

causa de morbidade e mortalidade no mundo. Sao os chamados agravos nao 

transmissiveis, que incluem doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade, 

cancer e doencas respiratorias. Aproximadamente 50% dos pacientes 

portadores de doencas cronicas degenerativas nao obtem um beneficio clfnico, 

devido a baixa aderencia aos tratamentos medicamentosos e, principalmente, 

por nao assumirem as mudancas de estilo de vida necessarias. O ato de nao 

atingir as metas terapeuticas estabelecidas esta diretamente relacionado a um 

maior numero de hospitalizacoes, surgimento de complicacoes de doencas, 

pior qualidade de vida e maiores custos com as doencas. Neste ponto diversas 

pesquisas tern sido desenvolvidas, no campo dos chamados biomateriais, para 

auxflio em tratamento desses agravos (SILVA 2006; OPAS, 2006). 

Considera-se biomaterial, qualquer substancia ou combinacao de 

substancias de origem natural ou sintetica, idealizada para ser implantada no 

corpo por qualquer periodo de tempo, com a finalidade de substituir materia 

viva que deixou de ter sua funcao, podendo ou nao servir como veiculo, matriz, 

suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido (WILLIAM, 1998). 

Dentre os pre-requisitos, os biomateriais nao devem produzir respostas 

biologicas adversas, nem serem toxicos, carcinogenicos, antigenicos, 

mutagenicos ou trombogenicos (HELMUS; GIBBONS; CEBON, 2008). 

A utilizacao dos polimeros como biomateriais tern aumentado muito nos 

ultimos anos, principalmente na substituicao de tecidos, no preparo de 

membranas para liberacao controlada de farmacos, entre outros. Os polimeros 

constituem uma fonte de possibilidades de aplicacao na area da medicina e 

biomedicina, em virtude do seu facil processamento e de se assemelharem aos 

materials biologicos quanta as suas propriedades mecanicas (PARK, 1992; 

OREFICE, 2006). Dentre os polimeros utilizados como biomateriais, 

encontram-se os biopolimeros, que sao os polimeros de origem animal 

(quitosana, colageno) ou vegetal (celulose). 

Dentre os biopolimeros destaca-se a quitosana, que e biocompativel, 

biodegradavel e atoxica. Ela e derivada da quitina, um polissacarideo 
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abundante na natureza. A quitosana tern sido utilizada para diversos fins, 

dentre eles, complexante de ions metalicos e matrizes de liberagao controlada 

de farmacos (ASSIS; SILVA, 2003), 

Outro polimero biodegradavel muito utilizado como biomaterial e o 

colageno que e capaz de promover cicatrizagao. Ele e uma proteina sintetizada 

por celulas do tecido conjuntivo denominado fibroblastos. No corpo humano o 

colageno representa mais da metade da proteina total e 70% do peso seco da 

pele, alem de ser o constituinte mais importante da matriz extracelular. O 

colageno e encontrado na pele, cartilagens, osso e tendoes, tendo como 

caracteristica a formagao de fibras insoluveis possuindo muita resistencia 

elastica, controlando as diferentes intensidades de forgas exercidas pelo 

organismo e de fundamental importancia na constituigao dos tecidos 

(SHOULDERS; RAINES, 2009). 

A Interagao entre a quitosana e o colageno ocorre na maioria das vezes 

por forgas eletrostaticas, entre os grupamentos - N H 3

+ da quitosana e os 

grupamentos - COO" do colageno e em algumas situagoes essa interagao pode 

ocorrer por ligagoes de hidrogenio (TARAVEL; DOMARD, 1995, TARAVEL; 

DOMARD, 1995a). 

Diante do exposto, individuos acometidos por doengas cronicas 

(incuraveis) como e o caso do tromboembolismo Venoso e que necessitam de 

tratamento continuo, por toda a vida, podem ser bastante beneficiados atraves 

do uso dos biomateriais utilizados como carreadores de farmacos (SANTOS, 

2010). 

O tratamento do tromboembolismo venoso envolve sucessivas aplicagoes 

subdermicas com injegoes diarias de heparina que e um polissacarideo 

polianionico sulfatado. Portanto um tratamento doloroso e frequente, 

apresentando desconforto e alta resistencia por parte do paciente. 

Diante do exposto, acredita-se que a produgao de uma matriz polimerica 

composta por quitosana e geiatina, podera ser uma alternativa para obtengao 

de uma base carreadora de heparina e uma alternativa para substituigao dos 

tratamentos convencionais do tromboembolismo Venoso, 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver e avaliar membranas de quitosana/gelatina/heparina como 

possivel alternativa para substituicao dos tratamentos convencionais do 

tromboembolismo Venoso. 

2.2 Objetivos Especificos 

• Desenvolver uma metodologia para inclusao da heparina dentro de uma 

base polimerica biodegradavel; 

• Desenvolver membranas de quitosana/gelatina/heparina; 

• Avaliar fisico-quimicamente e morfologicamente todas as membranas; 

• Estudar a molhabilidade o grau de Intumescimento das mesmas; 

• Avaliar a biodegradacao das membranas. 
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3 REVISAO DA LITERATURA 

3.1 Sistema Circulatorio 

O sistema circulatorio e composto pelo coracao, os vasos sanguineos e do 

sangue. O coracao e uma bomba muscular e seus batimentos regulares enviam 

sangue por tubos elasticos resistentes, denominados arterias, que se ramificam 

em vasos menores e transportam sangue rico em oxigenio para todo o corpo 

(PARKER, 2007). 

Conforme o autor supracitado, um suprimento sanguineo constante e 

adequado e essencial para tecidos saudaveis. Se um bloqueio ocorrer num vaso 

sanguineo, os tecidos a sua frente podem ser privados de oxigenio, causando 

lesao do tecido ou, em casos mais grave sua morte. O coracao tambem pode ser 

afetado. O bloqueio parcial ou total de uma arteria ou veia, ou mesmo do coracao, 

pode ocorrer quando um coagulo sanguineo (trombo) se forma em decorrencia de 

um problema circulatorio. 

O coracao possui os ventriculos direito e esquerdo que funcionam como 

bombas em serie, ejetando sangue atraves de dois sistemas vasculares, a 

circulacao pulmonar de baixa pressao, onde ocorre a troca gasosa ( captacao de 

oxigenio e liberagao de gas carbonico pela hemoglobina circulante nas hemacias), 

e a circulacao sistemica que distribui sangue aos orgaos individuais, suprindo as 

suas demandas metabolicas, o fluxo de sangue, assim como a pressao 

sanguinea, sao controlados pelo sistema nervoso autonomo (NETO, 2010). 

Dependendo do tecido ou orgao que esta sendo vascularizado, o sistema 

cardiovascular tern muitas fungoes diferentes, tendo como funcao principal a 

transferencia de oxigenio e gas carbonico entre os pulmoes e os tecidos 

perifericos. O sistema cardiovascular, tambem e fundamental na distribuicao dos 

liquidos nos diversos compartimentos extracelulares, na distribuicao de hormonios 

nos orgaos alvo e no transporte de celulas e substancias essenciais para a 

imunidade e coagulacao sanguinea (NETO, 2010). 
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3.2 Coagulacao Sanguinea 

O sistema de coagulagao e responsavel pela fluidez do sangue e, em 

condicoes normais os processos de anticoagulagao e coagulagao protegem o 

individuo de eventos hemorragicos e tromboembolicos. Mais de cinquenta 

substancias estao envolvidas no processo de coagulagao sanguinea, algumas 

promovendo a coagulagao, as pro-coagulantes e outras inibindo a coagulagao, as 

chamadas anticoagulantes. Na circulagao sanguinea, predominam as substancias 

anticoagulantes de modo que o sangue nao coagula enquanto esta circulando nos 

vasos. Quando um vaso e rompido, os pro-coagulantes sao ativados para 

formarem coagulo (HIRSH; RASCHKE, 2004). 

De acordo com Bermudez (2012), dentre as substancias que vao interferir 

na coagulagao, existem substancias antiplaquetarias (inibem a agregagao 

plaquetaria), substancias que interferem efetivamente na coagulagao (heparina) e 

substancias que degradam o trombo (fibrinoliticos ou tromboliticos). 

Para a manutengao da circulagao normal e necessario que o endotelio, ou 

seja, a parte mais interna de um vaso sanguineo, aquela que esta em contato com 

o sangue, esteja em sua forma integra. O endotelio possui cargas negativas, 

mantendo as plaquetas sem muito atrito com ele. O endotelio tambem mantem o 

fluxo sanguineo sob a forma laminar, logo toda vez que se tern alteragao do 

endotelio tem-se a conversao do fluxo sanguineo laminar para o fluxo turbilhonar, 

e a lesao do endotelio vai expor tecidos subendoteliais que estao envolvidos na 

ativagao da agregagao das plaquetas. Alem de sua estrutura normal, o endotelio 

tambem libera substancias que sao capazes de impedir a agregagao plaquetaria, 

diminuindo a atividade dos fatores da coagulagao, sendo que um dos principals 

inibidores da coagulagao secretado pelo endotelio e o ativador de plasminogens, 

que durante a cascata da coagulagao, e convertido em plasmina, que e o principal 

fibrinolitico secretado fisiologicamente, ou seja, e a principal substancia que 

degrada efetivamente o trombo (BERMUDEZ 2012). 

As plaquetas sao os ativadores primarios da coagulagao sanguinea, e sua 

adesao pode ocorrer devido a turbulencia do fluxo sanguineo, que ocorre quando 

ha uma grande envergadura em um vaso, ou quando a pressao arterial e muito 

alta ou quando o fluxo sanguineo e muito grande, porem o fator mais importante 

para o turbilhonamento do fluxo e a presenga de uma placa de ateroma no vaso. 
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Tudo que gera a conversao do fluxo e a presenca de uma placa de ateroma no 

vaso. Tudo que gera a conversao do fluxo laminar para o turbilhonar causa a 

ativagao da agregagao plaquetaria. Isso e importante porque atualmente tem-se 

antiplaquetarios ja utilizados clinicamente nos receptores de adenosina difosfato 

(ADP) nas plaquetas. O ADP pode ser proveniente ou de eritrocitos de tecidos 

epiteliais, ou de granulos citoplasmaticos presentes no endotelio. O tromboxano, 

liberado pelas proprias plaquetas, e capaz de ativar a agregagao plaquetaria, uma 

vez que e um vasoconstrictor, o que gera uma maior facilidade para que ocorra a 

agregagao plaquetaria (BERMUDEZ 2012). 

O coagulo e formado porque o fibrinogens e convertido em monomeros de 

fibrina insoluvel que se ligam por meio de ligagoes covalentes.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA A medida que o 

tempo vai passando essas ligagoes entre os monomeros da fibrina insoluvel vao 

se tornando mais fortes na presenga do cofator XIII, para que se tenha a formagao 

da fibrina estavel. Para haver a formagao da fibrina temos uma serie de etapas, 

logo, tem-se duas maneiras de ativar a cascata de coagulagao: a via extrinseca e 

a via intrinseca. A ativagao da via extrinseca ocorre pela exposigao ou liberagao 

de fatores do tecido lesado, sendo o mais importante deles a tromboplastina. 

Esses fatores teciduais vao ativar o fator VII, que significa o inicio da ativagao da 

cascata de coagulagao. O fator VII vai converter o fator X em fator Xa, que vai 

converter a protrombina em trombina, que e quern vai converter o fibrinogens em 

fibrina, e, portanto a via extrinseca e ativada pela liberagao de fatores extrinsecos 

ao sangue, que sao liberados pelo tecido lesado. 

A via intrinseca e ativada a medida que o sangue e exposto a uma 

superficie diferente do normal. O endotelio lesado permite a exposigao do sangue 

a uma superficie que nao e a normal, e, portanto a ativagao da cascata da 

coagulagao tendo a ativagao de diversos fatores, que a partir da conversao do 

fator IX em fator X chega novamente na conversao da proteina soluvel do plasma, 

o fibrinogens, em um polimero insoluvel, a fibrina, pela agio de uma enzima 

denominada de trombina (RUGGERI, 2003). 
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3.2.1 Disturbios na coagulagao sanguinea 

Quando urn coagulo anormal se forma no vaso sanguineo recebe a 

denominacao de trombo. Os trombos sao compostos por fibrina e elementos 

figurados do sangue e podem se formar no sistema arterial, venoso, coracao e na 

microcirculacao. Os arteriais formam-se num sistema de alta pressao e fluxo e 

compoem-se, principalmente, de plaquetas e fibrina. Os venosos formam-se em 

areas de estase, sao ricos em hemacias, fibrina e pobre em plaquetas. A ativacao 

da cascata da coagulagao e o mecanismo principal da patogenese da trombose 

venosa profunda (TVP) (SCHREIJER; REITSM; CANNEGIETER, 2010; 

SANTANA, 2006; RUGGERI, 2003). Na Figura 3 observa-se o processo de 

formacao do trombo. 

Figura 1: Formacao do trombo na circulacao sanguinea. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Trombo 

Fonte: SANTANA, 2006. 

A maioria dos trombos dos membros inferiores localiza-se nos vasos distais 

(abaixo da veia poplitea), porem, podem se propagar para os seguimentos 

proximais (veia poplitea, femoral, iliaca, cava). Os principals sinais e sintomas de 

TVP sao: os inflamatorios da parede do vaso, edema pela estase venosa e os 

embolicos pela fragmentacao do trombo (LANDEFELD, 2008; SANTANA, 2006; 

TOVEY; WYATT 2003). 
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0 trombo pode se desenvolver em qualquer lugar dentro do sistema venoso, 

mas na maioria geralmente surge nas veias profundas das pernas por meio da 

interagao de tres fatores: dano na parede dos vasos; estase venosa e 

hipercoagulabilidade. 0 dano direto nas veias ajuda a explicar a propensao a TVP 

depois de uma cirurgia ortopedica. Os leucocitos se prendem as celulas 

endoteliais ativadas e expressam o fator tecidual, enquanto que as plaquetas se 

tornam ativadas e se agregam. Doencas congenitas ou adquiridas associadas 

com hipercoagulabilidade promovem a coagulagao nestes lugares, aumentando o 

risco da trombose. Os sinais e os sintomas se desenvolvem quando ha obstrugao 

do fluxo venoso e inflamagao na parede do vaso e no tecido perivascular. Os 

sintomas de tromboembolia pulmonar (TP) surgem quando os segmentos dos 

trombos se separam e migram para a circulagao pulmonar, conforme indicado na 

Figura 2 (BASTES, 2007). 

Figura 2: Liberacao e migracao de um coagulo (embolo) pela circulagao sanguinea. 

Fonte: WADAJKAR et al., 2012. 

3.3 Tromboembolismo venoso 

0 Tromboembolismo Venoso (TEV) e o termo comumente empregado para 

designar Trombose Venosa Profunda (TVP) e Tromboembolismo pulmonar (TEP). 

Sendo uma condigao resultante de um desequilibrio do sistema de coagulagao do 
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organismo, devido a formacao de um coagulo sanguineo (trombo) que perturba a 

circulacao sanguinea normal (PARKER, 2007), 

O tromboembolismo venoso e a causa de morte evitavel mais comum no 

paciente hospitalizado. A indicacao de profilaxia se baseia na alta frequencia 

destas complicacoes e no fato da maioria dos pacientes ser assintomatica ou 

cursar com sintomas inespecificos. Algumas doencas ou condicoes representam 

um risco adicional para o desenvolvimento de complicacoes tromboembolicas, 

tanto em pacientes clinicos quanto cirurgicos. 

Na Tabela 1 sao observados os fatores de risco para ocorrencia de 

tromboembolias. 

Tabela 1: fatores de risco para ocorrencia de tromboembolias. 

Abortamento recorrente Obesidade 

Acidente vascular cerebral isquemico Paresia ou paralisia de membros 

ou hemorragico inferiores 

Anticoncepcional hormonal Puerperio (ate 4 semanas) 

Cancer Quimioterapia 

Cateter venoso central Reposicao hormonal 

Doenca inflamatoria intestinal Sindrome nefrotica 

Doenca pulmonar obstrutiva cronica Tabagismo 

Doenca reumatologica ativa TEV previo 

Insuficiencia cardiaca classe funcional 

III ou IV 
Antecedente familiar de trombose 

Infarto agudo do miocardio atual 
Varizes / Insuficiencia venosa 
periferica 

Infeccao 
Internagao em unidade de terapia 

intensiva 

Insuficiencia arterial periferica Insuficiencia respiratoria 
Fonte: CARDOSO, 2011. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.1 Formas de diagnostico do TEV 

A deteccjao e avaliacao de trombos envolvido em TVP e um passo critico 

para determinar as opgoes de tratamento adequadas. Ambos, sorologia e 

diagnostico por imagem podem ser utilizados para o diagnostico da TVP. 

Atualmente, os marcadores sorologicos desempenham papeis limitados na 

previsao de TVP. No entanto, a descoberta de marcadores sorologicos sensiveis e 

especificos tern sido muito util no diagnostico da TVP. As moleeulas conhecidas 
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como biomarcadores de plasma para TVP incluem teste D-dimer, P-selectina, o 

Fator VIII, a geragao de trombina, citoquinas inflamatorias, monomeros de fibrina e 

contagem leucocitos (HOU et al., 2012). 

Estudos tern demonstrado que o diagnostico usando uma combinacao teste 

D-dimer e ultrassonografia venosa tern sido bastante eficiente (HIRSH; LEE, 

2002). Na maioria das vezes, uma estrategia algoritmica e usada para avaliar o 

quadro clinico e a probabilidade do TVP. 0 teste D-dimer e uma analise do 

produto da degradacao da ligacao cruzada da fibrina presente no trombo, 

frequentemente presentes em trombose venosa aguda (ADAM; KEY; 

GREENBERG, 2009; SCARVELIS; WELLS 2006). 

Alem de imagens por ultrassonografia, varias outras estrategias foram 

desenvolvidas para visualizar a formacao de trombos, os quais pode-se citar: 

venografia - envolve a utilizacao de um transdutor de 4,5 MHz para a observagao 

do trombo local pela injegao de um agente de contraste. A deteccao do coagulo e 

baseada na observagao do fluxo do sangue no interior da veia. Esta tecnica tern 

sido usada por muito tempo em combinacao com outras tecnicas de diagnostico e 

a Imagiologia por Ressonancia Magnetica (MRI) - fornece alta resolucao espacial 

e definicao estrutural que ajuda na identificacao eficaz imagem do trombo. MRI 

reforcada com contraste aumenta a eficacia da Imagiologia, na ausencia de 

qualquer substancia gasosa. Alem disso, a ressonancia magnetica pode distinguir 

coagulos antigos e novos na presenca do sinal de alta frequencia, mas somente 

com trombose subaguda. No entanto, esta tecnica tern baixa sensibilidade, no 

caso de baixas concentracoes de marcadores moleculares (WIETHOFF et. al., 

2010). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.2 Formas de tratamento do Tromboembolismo Venoso 

O primeiro ensaio clinico controlado para o tratamento da TVE foi realizado 

em 1960. Desde entao, numerosos estudos de boa qualidade tern fornecido 

adequado embasamento cientifico para o tratamento desta doenca. Nao ha motivo 

para separar os regimes de tratamento para TVE e TEP, ja que as duas condicoes 

sao diferentes espectros do mesmo processo patologico. Varios ensaios clinicos 

incluiram pacientes com cada uma das doencas separadamente e com as duas 
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concomitantemente, validando esquemas de tratamento similares para todas as 

eventualidades. Merece mencao o fato de que pacientes tratados para TEP tern 

uma chance quase quatro vezes maior (1,5% vs 0,4%) de morrer de uma 

recorrencia de TEV no primeiro ano apos o tratamento, quando comparados a 

pacientes nos quais havia sido diagnosticada somente TVP isolada (RIZZATTIL; 

FRANCO, 2001). 

Os objetivos do tratamento da TEV sao o alivio dos sintomas agudos da 

doenca, a tentativa de evitar a recorrencia do evento trombotico e a progressao 

para TEP, alem da tentativa de diminuir a incidencia, ou, ao menos, a morbidade 

da sindrome pos-trombotica (SPT) (RIZZATTIL; FRANCO, 2001). 

O tratamento do TEV se faz principalmente por dois metodos: Medidas 

fisicas (elevacao dos membros inferiores, movimentacao ativa e passiva dos 

membros inferiores, deambulacao precoce, uso de meias elasticas de compressao 

graduada, Compressao pneumatica intermitente externa dos membros inferiores e 

filtro de veia cava inferior: permanentes e temporarios), e Profilaxia farmacologica 

utilizando medicamentos antitromboticos que abrangem antiplaquetarios, 

anticoagulantes, fibrinoliticos, antagonistas de trombinas, inibidores de receptores 

llb-llla e inativadores diretos do fator Xa (Heparina nao fracionada, Heparina 

fracionada ou de baixo peso molecular, Cumarinicos, Dextran, Danaparoide 

sodico e Inibidores diretos da trombina) (BARRETO et. al., 2000). 

3.4 Heparina 

A heparina (Figura 3) e um polissacarideo acido que pertence a familia das 

glicosaminoglicanas (mucopolissacarideo sulfatado), de ocorrencia natural, que 

apresenta massa molar media de 20.000 g.mol"1. E um dos mais potentes 

anticoagulantes conhecidos, sendo amplamente utilizada na terapeutica de 

diversas doencas e alteracoes hematologicas (MULLOY; HOGWOOD; GRAY, 

2010). E obtida a partir de tecidos animais, mais especificamente da mucosa 

intestinal de suinos ou raramente, de pulmao bovino (EKBATANI; ASTRO; 

MALINOW, 2010). 

Entre algumas desvantagens do tratamento com a heparina, tem-se que a 

administracao ocorre somente por via parenteral (endovenosa ou subcutanea) e 
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este fato se deve a sua natureza hidrofilica e a alta massa molar, que dificulta a 

sua absorcao gastrointestinal. Alem disso, possui uma dose-resposta muito 

variavel, exigindo monitoramento laboratorial constante, alem da possibilidade de 

desenvolvimento da trombocitopenia e reducao do numero de plaquetas no 

sangue em um numero significativo de pacientes que fazem tratamento 

prolongado com heparina (SAKR, 2011; PINEO; HULL; MARDER, 2004; MONEY, 

2001) 

A heparina apresenta biodegradacao irregular, sendo removida da circulacao 

pelas celulas reticulo endoteliais e pelo endotelio e e degradada por uma enzima 

hepatica, a heparinase (LEE, et al., 1993). 

Figura 3 - Representacao da estrutura quimica da heparina 

coo-

A administracao oral da heparina seria muito mais conveniente para o 

paciente, contudo, por nao apresentar absorcao gastrointestinal, o 

desenvolvimento de suas formulacoes orais constitui objeto de importancia clinica 

enorme, nao apenas por eliminar o desconforto da dor durante as aplicacoes, mas 

tambem por diminuir o tempo de internamento e melhorar a adesao do paciente 

ao tratamento (KIM, et al., 2005). Nas ultimas decadas, biomateriais para uso 

como sistemas de liberacao de farmacos tern sido estudados e desenvolvidos, 

procurando amenizar esse problema. Esses sistemas tendem a melhorar a 

estabilidade, absorcao, concentracao terapeutica, farmacocinetica e normalmente 

adequam um prazo para liberacao do medicamento, mediante a necessidade da 

especificidade. Alem disto, oferece protecao ao farmaco, reduzem a frequencia 

das dosagens e melhoram o conforto do paciente (ORIVE, 2004). 

A administragao atraves da via oral pode ser utilizada fazendo o uso de 

sistemas carreadores de farmacos. Estes sistemas podem ser obtidos atraves de 

complexos polieletroliticos (PECs). Quando dois polimeros com cargas opostas 
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sao misturados em meio aquoso a atragao eletrostatica entre eles pode conduzir a 

formacao de PECs. Desta forma, PECs sao estruturas formadas por interacoes 

fisicas entre um polimero que possui grupos com cargas positivas e outro com 

cargas negativas em solucao. A atracao eletrostatica entre os grupos cationicos e 

grupos anionicos de polieletrolitos sao as principals interacoes na formagao dos 

PECs. Elas sao mais fortes do que quaisquer outras interacoes secundarias, tais 

como ligacoes de hidrogenio, interagoes dipolo dipolo e interacao de Van der 

Waals. Se as interagoes entre os polieletrolitos de cargas opostas forem muito 

intensas, os PECs podem precipitar. Os PECs podem ser sensiveis as alteragoes 

de pH e forga ionica de solugoes aquosas. Dependendo do meio em que estao 

inseridos, podem exibir alta densidade de carga e diferentes comportamentos de 

intumescimento (GHAFFARI, et al., 2007; DU, et al., 2006; BERGER, et al., 2004). 

A quitosana, que e um polimero biodegradavel, vem ganhando destaque na 

utilizagao destes sistemas, por ser um material policationico em meio acido. Desta 

forma a utilizagao de quitosana como carreador na administragao oral da heparina 

pode ser uma alternativa para novas vias de administragao deste farmaco 

(FERNANDES, 2009). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4.1. Heparina de baixo peso molecular 

Heparinas de baixo peso molecular (HBPM) tern sido indicadas em inumeras 

doengas tromboembolicas com base em caracteristicas vantajosas, tais como facil 

esquema de administragao, mais confiavel relagao dose-resposta, nao 

necessidade de ajustes de dose e monitoramento laboratorial, menor incidencia 

de trombocitopenia, menor custo global de tratamento e possibilidade de 

tratamento domiciliar (WAN N MAC HER, 2007). 

As heparinas de baixo peso molecular, com peso molecular variando entre 

4000 e 5000 daltons, tern substituido com algumas vantagens a heparina nao 

fracionada. Seu mecanismo de agio envolve a inibigao especifica da atividade do 

fator Xa da coagulagao. As HBPM possuem meia-vida plasmatica mais longa, 

melhor biodisponibilidade apos aplicagao subcutanea e menor variabilidade de 

resposta a doses fixas. Como resultado dessas propriedades farmacocineticas, 

um efeito anticoagulante estavel e duradouro e atingido, quando essas drogas sao 
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ministradas por via subcutanea, uma ou duas vezes ao dia, sem necessidade de 

monitorizagao com exames laboratoriais. Varios ensaios clinicos de boa 

qualidade, realizados nos ultimos anos, forneceram o embasamento para a 

utilizagao da HBPM no tratamento da TEV (RIZZATTIL; FRANCO, 2001). 

Algumas metanalises demonstraram semelhante eficacia terapeutica, para a 

heparina nao fracionada, com menor recorrencia do evento trombotico e menor 

numero de complicagoes hemorragicas. Um pequeno beneficio em termos de 

sobrevida em favor da utilizagao da HBPM foi atribuido ao subgrupo de pacientes 

portadores de neoplasia, sugerindo um efeito protetor cujo substrato biologico 

ainda e desconhecido. Na Tabela 2 observam-se alguns tipos de HBPM, 

comercialmente disponiveis no Brasil e as doses preconizadas no tratamento da 

TEV. 

Tabela 2: Doses de tratamento das heparinas de baixo peso molecular, comercialmente 

disponiveis no Brasil. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Farmaco Nome comercial Dose diaria Dose 12/12h 

Nadroparina Fraxiparina® 450 U. anti-Xa/Kg 225 U. anti-Xa/Kg 

Enoxaparina Clexane® 2mg/Kg 1mg/Kg 

Dalteparina FragTniri®^ 200 U. anti-Xa/Kg 100 U. anti-Xa/Kg 

3.5 Biomateriais 

Os biomateriais sao definidos como substancias de origem natural ou 

sintetica que sao toleradas de forma transitoria ou permanente pelos diversos 

tecidos que constituem os orgaos dos seres vivos. Segundo a Conferencia de 

Consenso em Biomateriais para aplicagoes clinicas de 1982, entende-se por 

biomaterial toda substancia (com excegao de farmacos) ou combinagao de 

substancias, de origem sintetica ou natural, que durante um periodo de tempo 

indeterminado e empregado como um todo ou parte integrante de um sistema 

para tratamento, ampliagao ou substituigao de quaisquer tecidos, orgaos ou 

fungoes corporais (NETO, 2007). 

Segundo Simoes (2007), os biomateriais podem ser de natureza metalica, 

ceramica, polimerica, ou tratar-se de compositos, porem, para que possam ser 

usados em aplicagoes medicas, eles devem possuir uma serie de propriedades 
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especificas, que podem, fundamentalmente, serem agrupadas em uma 

caracteristica chamada biocompatibilidade. O termo 'biocompatibilidade' foi 

utilizado para designar o desempenho biologico dos materiais. Materials 

biocompativeis podem ser considerados biomateriais, pois a biocompatibilidade 

indica a propriedade do material de provocar uma resposta adequada por parte 

dos tecidos do hospedeiro, quando utilizado em uma aplicacao especifica. 

Os principals avancos no campo dos biomateriais tern ocorrido 

principalmente devido ao aumento do numero de pacientes, em funcao do 

aumento da populagao e da expectativa de vida, que necessitam obter melhoria 

na qualidade de vida. O crescimento da expectativa de vida aumenta o numero de 

pacientes nos hospitais em funcao principalmente da ocorrencia de osteoporose e 

de acidentes nos meios de transporte. Alem disso, a ampliacao do numero de 

pacientes nos hospitais esta diretamente correlacionada ao aumento de veiculos 

de transporte, gerando aumento no numero de acidentes com lesoes graves. 

Tambem o desenvolvimento das tecnicas cirurgicas tern expandido a demanda 

por proteses, implantes, enxertos e equipamentos medicos. De acordo com o 

Ministerio da Saude e Ministerio de Ciencia e Tecnologia, so os biomateriais de 

natureza ortopedica responderam, entre 2006/2007, por um orcamento de R$ 8,5 

milhoes provando sua real importancia tambem no contexto economico (RIBEIRO, 

2008). 

Os polimeros formam uma classe versatil de materiais que tern sido 

amplamente estudados por medicos e profissionais de saude com o objetivo de 

encontrar cada vez mais novas aplicagoes dos mesmos na area medica. Isto pode 

ser atribuido a sua facilidade de sintese e/ou modificacao desses polimeros, o que 

gera significantes alteracoes nas propriedades fisicas e mecanicas. O 

desenvolvimento de biomateriais polimericos pode ser considerado como um 

processo revolucionario. Trabalhos sobre a aplicagao de polimeros naturals como 

biomateriais datam de milhares de anos. No entanto, a aplicagao de polimeros 

sinteticos na medicina pode ser considerada como um fenomeno recente 

(WILLIAMS, 1989). 

O uso de polimeros como biomateriais teve inicio na decada de 1940 durante 

a Segunda Guerra Mundial. Uma das primeiras tentativas foi o uso do polimero 

sintetico poll (metacrilato de metila) (PMMA) como uma cornea artificial. 

Encorajados pelos sucessos iniciais, os cirurgioes comecaram a usar uma 
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variedade de polimeros para diversas aplicagoes, tais como dispositivos 

intravenosos para contato com sangue, substituigoes de articulagao de quadril e 

como lentes intraoculares. No entanto, na maioria desses casos, os medicos 

ficavam limitados a utilizar polimeros inicialmente desenvolvidos para outras 

aplicagoes (CATO; LAKSHMI, 2006). 

Durante a segunda metade do seculo XX, os cientistas comegaram a 

modificar polimeros ja existentes com o intuito de adequar propriedades como a 

biocompatibilidade e propriedades mecanicas para aplicagoes biomedicas. Alem 

disso, os avangos recentes na Farmacologia e na Biotecnologia abriram as 

fronteiras do campo da Biomedicina que exigia materiais com bioatividade, 

biocompatibilidade, e em muitos casos, a existencia de um estagio intermediario 

entre as duas, a biodegradabilidade. A existencia de materiais polimericos 

biodegradaveis e altamente requerida para aplicagoeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo, tais como sistemas 

controlados de liberagao de drogas e recuperagao de tecidos danificados (CATO; 

LAKSHMI, 2006). 

A descoberta de polimeros biodegradaveis a partir de polimeros bioinertes, 

foi considerada um avango significativo na Ciencia dos Biomateriais. Polimeros 

biodegradaveis sao aqueles que se degradam in vitro e in vivo na presenga de 

fluidos corporais. O criterio basico de selegao de um polimero biodegradavel para 

ser utilizado como um biomaterial e que seus produtos de degradagao devem ser 

atoxicos e que a taxa de degradagao e as propriedades mecanicas do material 

deve corresponder ao pretendido para a aplicagao. A maior vantagem dos 

polimeros biodegradaveis em comparagao com polimeros bioinertes e de que uma 

vez implantado evita-se a necessidade de um segundo procedimento cirurgico. 

Alem disso, a biodegradagao pode oferecer outras vantagens em curto prazo nas 

aplicagoes medicas, como por exemplo, em aplicagoes ortopedicas, onde 

implantes mecanicamente incompativeis, tais como implantes metalicos podem as 

vezes levar ao desgaste do osso, enquanto implantes biodegradaveis podem 

lentamente transferir essa carga ja que se degradam. Da mesma forma em 

sistemas de liberagao controlada de drogas, o controle da cinetica da liberagao de 

drogas e possivel atraves da variagao da taxa de degradagao da matriz polimerica 

(CATO; LAKSHMI, 2006). 

Polimeros biodegradaveis podem ser classificados com base em sua origem, 

em naturais e sinteticos. Polimeros naturais parece ser a escolha obvia para 
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aplicagoes biomedicas, devido a sua excelente biocompatibilidade. No entanto, 

polimeros naturais nao foram totalmente explorados na area biomedica, devido as 

desvantagens inerentes associadas, tais como o risco de infeccao viral, 

antigenicidade, instabilidade do material e variacoes significativas das 

propriedades. Polimeros sinteticos, por outro lado, oferecem enormes vantagens 

sobre polimeros naturais devido a sua facilidade de sintese, o que proporciona 

aos polimeros sinteticos um leque amplo de propriedades com excelente 

reprodutibilidade. Alem do fato da taxa de degradagao desses polimeros ser 

conhecida e determinada pelo seu tipo de estrutura (CATO; LAKSHMI, 2006). 

3.6 Quitina e Quitosana 

A quitina e um polissacarideo biodegradavel e de baixa toxidez, largamente 

encontrada em invertebrados marinhos, terrestres e em fungos, sendo o segundo 

biopolimero mais abundante presente na natureza, depois da celulose (GUIBAL, 

2004; MUZZARE, 2009). A quitosana e o produto da reagao, em meio alcalino, da 

desacetilagao da quitina (GUIBAL, 2005). A principal diferenga entre ambas 

encontra-se no carbono-2 dos aneis glicosidicos de suas estruturas. Na quitina, ha 

a presenga de grupos acetil (-CO-CH3) e na quitosana, grupos amina (-NH2). O 

grau de desacetilagao, de no minimo 65%, induz e controla a maior parte das 

propriedades das quitosanas (CURTI; CAMPANHA-FILHO; MACROMAL, 2006). 

Segundo Moura (2012), a quitina e insoluvel em solventes aquosos e na 

maioria dos solventes organicos convencionais, sendo este o principal fator 

limitante a sua utilizagao. A solubilizagao da quitosana, nomeadamente em 

solugoes aquosas de acidos organicos, e promovida pela protonagao dos grupos 

NH 2 livres, presentes nas unidades desacetiladas. 

A quitosana, que e um polimero natural, vem se destacando como polimero 

biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradagao sao atoxicos, 

nao imunogenicos e nao carcinogenicos (MUZZARELLI et al., 1997). 

Ambos os polimeros sao constituidos por unidades de 2-acetamida-2-desoxi-

D-glucopiranose (unidade acetilada) e 2-amina-2dexosi-D-glucopiranose (unidade 

desacetilada) unidas por ligagoes glicosidicas'|3(1-4), como observado na Figura 4 

(KUMAR.2000). 
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Figura 4: Comparacao das estruturas moleculares da Quitina e Quitosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

quitos,»n-a 

Fonte: AZEVEDO et a l , (2007). 

A descoberta da quitosana data do seculo XIX. No entanto, somente nas 

ultimas duas decadas a importancia deste polimero tern crescido 

significativamente em fungao de ser uma fonte renovavel e biodegradavel e, 

tambem, por causa do recente aumento no conhecimento da sua funcionalidade 

nas aplicagoes tecnologicas e biomedicas (AJUN, et al., 2009). Muita atengao tern 

sido dada a quitina, quitosana e aos seus oligomeros como materiais bioativos 

naturais, devido a sua nao toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade 

(KIM etal. , 2001). 

3.6.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 Propriedades Bioldgicas da Quitosana 

Dentre as propriedades biologicas da quitosana destacam-se a atividade 

antimicrobiana, redugao do tempo de coagulagao, o efeito analgesico, a 

aceleragao da cicatrizagao, o tratamento da osteoartrite e o efeito 

hipocolesterolemico e hipolidemico. 
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a) Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana da quitosana pode ser explicada por tres 

mecanismos: 1) a interacao superficial ionica entre a quitosana e o 

microorganismo resulta em vazamento de eletrolitos e outros constituintes 

proteicos de baixa massa molar pela parede celular; 2) a penetracao da quitosana 

dentro do nucleo dos microorganismos inibe a sintese de RNA e proteinas e 3) a 

formacao de uma barreira externa provoca a diminuicao de nutrientes essenciais 

para o crescimento microbiano (GOY; BRITO; ASSIS. 2009). 

A massa molar e o grau de acetilacao sao importantes fatores na 

determinacao da atividade antimicrobiana da quitosana, Quanto mais baixa a 

massa molar e menor o grau de acetilagao mais eficiente sera essa atividade na 

reducao do crescimento e multiplicacao do microorganismo (DAMIAN et. al, 2005). 

b) Efeito coagulante 

A quitosana reduz o tempo de coagulacao sanguinea de forma dose-

dependente devido a sua capacidade em agregar plaquetas e eritrocitos (SILVA; 

SANTOS; FERREIRA, 2006). No entanto, o efeito coagulante da quitosana ocorre 

no local da lesao e nao de forma sistemica como ocorre com a heparina. 

c) Efeito analgesico 

E atribuida a quitosana uma potente acao analgesica topica. O principal 

efeito analgesico da quitosana e decorrente da captura de hidrogenios acidos 

liberados no local da inflamacao pela ionizacao do grupo aminico a NH 3

+ . A 

quitosana teria a propriedade de absorver a bradicinina liberada no sitio de 

inflama?ao, que tern importante papel no mecanismo da dor. Estudos tern 

mostrado que, quando aplicada topicamente, em feridas abertas, a quitosana 

fornece uma sensacao refrescante, agradavel e calmante (LARANJEIRA; 

FAVERE, 2009). 
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d) Aceleracao da cieatrizagao 

A proposta imunomoduladora da quitosana e devida a sua capacidade de 

ativar quase que exclusivamente os macrofagos e explica nao somente seu papel 

na aceleracao da cieatrizagao de lesoes, mas tambem a biodegradabilidade desse 

polimero no organismo. Os macrofagos ativados pelos oligomeros da quitosana 

liberam interleucina-1, que estimula a proliferagao de fibroblastos e influencia a 

estrutura do colageno. Liberam, tambem, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a 

quitosana a monomeros de N-acetilglicosamina e glicosamina, unidades de 

acucares necessarias na biossintese do acido hialuronico e outros componentes 

da matriz extracelular pelos fibroblastos. Promovem a migragao de neutrofilos, 

induzindo a resposta inflamatoria (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). 

Os estudos realizados tern apresentados resultados que corroboram com o 

uso da quitosana como agente de liberagao de farmacos, visto que explicam as 

qualidades dessa substancia, principalmente, quando se necessita de liberagao 

lenta e controlada (SPIN-NETO et al., 2008). 

Biomateriais baseados em quitosana constituem uma classe emergente com 

aplicagao em varios campos biomedicos, tais como, regeneragao tecidual, 

particularmente para cartilagem; dispositivos de liberagao controlada de farmacos 

e sistemas de imobilizagao de celulas em gel (AYALA; MALINCONICO; 

LAURIENZO, 2008). 

e) A utilizagao da quitosana na liberagao controlada de farmacos 

Segundo Moura, 2012, o sucesso da quitosana na preparagao de peliculas 

para liberagao de farmacos, e devido a este polissacarideo possuir um conjunto 

de caracteristicas quimicas e biologicas singulares, entre biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e nao toxicidade. 

A biodegradagao da quitosana e feita em vertebrados, principalmente pela 

lisozima e por enzimas bacterianas do colon. Entretanto, oito tipos de quitinases 

foram isolados em humanos, tres das quais apresentam atividade enzimatica. Em 

geral o aumento do grau de desacetilagao diminui a taxa de biodegradagao. Outro 

polimero que tern sido muito estudado, juntamente com a quitosana para liberagao 



34 

controlada de farmaco a gelatina (KEAN; THANOU, 2010; LARANJEIRA; 

FAVERE, 2009). 

3.7 Gelatina 

A gelatina (Figura 5) e um produto reconhecido pelas pessoas na sua forma 

tradicional para sobremesa literalmente chamada de gelatina, e utilizada na area 

alimenticia, mas tambem na area farmaceutica e tecnica (adesivos, textil, etc.). E 

um polimero de origem animal formado por aminoacidos derivados do colageno, 

que por sua vez e uma proteina encontrada na maioria dos seres vivos, 

apresentando composicao diferente entre os repteis, peixes. Ela e responsavel em 

manter a integridade fisica em varias partes do organismo como cartilagens, 

ossos, dentes, pele, entre outras, e para desenvolver esta funcao, o colageno 

forma fibras longas com moleculas de alto peso molecular, bem resistentes e 

insoluveis (ALMEIDA, 2012). 

Figura 5. Unidade basica das cadeias de gelatina 
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Para obter a gelatina, que por sua vez tern aspecto de cola, e necessario 

quebrar a molecula de colageno hidrolisando, diminuindo o comprimento e peso 

das moleculas, para o colageno comegar a se tornar soluvel, a qual permite sua 

extracao com agua quente. A proteina extraida tern a propriedade especial, pois 

toda vez que a solugao contendo gelatina for resfriada, forma-se um gel solido, de 

consistencia elastica, que quando aquecido dissolve-se novamente, sendo 

chamado de termossensivel. A maneira como e quebrada a molecula de 

colageno, da origem a varias gelatinas diferentes, com reflexo na viscosidade e 
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resistencia do gel formado, mudando apenas o tamanho das gelatinas e nao a 

composigao, fomecendo uma boa quantidade de aminoacidos essenciais nas 

dietas dos seres humanos e outros animais. As fontes mais frequentes de 

colageno para fabricagao de gelatina sao os ossos e as peles de bovinos e suinos 

(SILVA, 2010). 

A gelatina na verdade e uma mistura de proteinas soluveis em agua obtida 

de materias-primas animais contendo colageno, e as fragoes de proteina 

consistem basicamente dos aminoacidos como glicina, prolina, hidroxiprolina, 

acido glutamico, alanina, arginina, acido aspartico, lisina, leucina, valina, 

fenilalanina, treonina, isoleucina, metionina, histidina, tirosina, serina, cistina e 

cisteina (PRESTES, 2012). 

A gelatina reage com acidos, bases, aldeidos, acucares, ions metalicos, 

plastificantes, polimeros anionicos e cationicos e surfactantes (SINGH et al., 

2002). 

Tem-se dois processos principals empregados na fabricagao da gelatina; 

- Processo acido: utilizado para fabricagao de gelatina Tipo A, que e derivada 

da hidrolise acida da pele suina e confere plasticidade e elasticidade ao material. 

- Processo basico: este e utilizado na fabricagao da gelatina Tipo B, a qual e 

derivada da hidrolise basica dos ossos e pele de bovinos e contribui com alta forga 

de gel para o material. 

A principal diferenga entre os dois processos e o ponto isoeletrico (IEP). A 

gelatina obtida por processo alcalino tern uma maior proporgao de grupos 

carboxila que sao formados pela hidrolise dos grupos amida provenientes da 

asparagina e glutamina. Assim, ela e negativamente carregada e possui ponto 

isoeletrico menor quando comparados com a gelatina obtida via processo acido, 

onde os grupamentos amida sao poucos afetados, e assim, a gelatina tipo A 

possui ponto isoeletrico similar ao colageno. Por conta dessa diferenga, os 

fabricantes oferecem grande variedade de gelatina com diversos valores de IEP 

(YOUNG et al., 2005). 

A gelatina utilizada na industria farmaceutica e uma mistura dos dois tipos, 

entretanto, em algumas aplicagoes somente um dos tipos e utilizado. Varios graus 

de gelatina com diferentes tamanhos de particulas e massas molecular sao 

vendidos comercialmente na forma de granulos ou pos. Os diversos "grades" da 

gelatina sao identificados por sua forga de gelificagao, denominada forga de 
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bloom, que na realidade e a forga, expressa em gramas, necessaria para penetrar 

4 mm na supem'cie de um disco de gelatina, que foi fabricado com solugao aquosa 

de concentragao 6,66% e foi mantido 17 h a 10° C (segundo metodo oficial da 

Association of Offiical Analytical Chemists). 

Gelatina e amplamente utilizada em sistemas carreadores de farmacos, pois 

apresenta excelente biocompatibilidade e bodegradabilidade. Grande parte dos 

estudos, tendo gelatina como veiculo para entrega de farmacos, foca sua atencao 

na liberagao controlada de antibioticos para tratamento quimioterapico do cancer 

(CORTESI; NASSTRRUZI; DAVIS, 1998). 

3.7.1 Modificagao da Gelatina 

A gelatina e um polimero soluvel em agua, por este motivo precisa ser 

modificada para que sua aplicagao no corpo humano (onde o meio e 

predominantemente aquoso). Esta modificagao pode ser feita atraves de 

reticulagao de suas cadeias proteicas, e o processo de reticulagao pode ser feito 

atraves de processo fisico ou quimico (KUIJPERS, 2000). 

Os metodos fisicos mais comuns sao a irradiagao UV e o tratamento 

hidrotermico, entretanto este tipo de reticulagao nao permite o controle da 

densidade de ligagoes cruzadas na matriz de gelatina (KUIJPERS, 2000). Os 

agentes de reticulagao quimica sao compostos bifuncionais ou polifuncionais que 

atuam ligando-se a grupamentos carboxilicos ou amino de cadeias laterals de 

gelatina. Exemplos deste tipo de reticulador incluem formaldeido, glutaraldeido, 

gliceraldeido, iminas, cetonas, sacarideos, corantes, carbonato de calcio, 

carbodiimidas, genipina e outros compostos bifuncionais (CHOUBEY; BAJPAI, 

2010; GAIHRE et al., 2009; VANDELLI et al., 2001). 

Singh e colaboradores (2002) relatam que a gelatina tipo B tern menor 

potencial de reticulagao que a gelatina tipo A. No entanto, nenhum estudo mais 

profundo sobre o tema foi encontrado e poucas tecnicas foram descritas para 

determinagao da extensao da reticulagao da gelatina. Entre as tecnicas 

encontradas na literatura, podem-se citar: a Calorimetria Diferencial de 

Exploratoria (DSC) - a presenga de reticulagao aumenta os valores de transigao 

vitrea (Tg) da gelatina que passa de 170° C para valores proximos de 190° C 
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(C0RTES1 et al., 1998); Espectroscopia na regiao do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR) - esta tecnica e rapida e segundo CORTESI et al. 

(1998), uma banda na regiao de 1450 cm"1 caracteristicas da vibracao de 

estiramento de aldimina deve ser observada como evidencia da reticulagao da 

gelatina por agucar; Espectrofotometria de ultravioleta e fluorescencia acido 

trinitrobenzenosulfonico reage com os grupos amino terminals das cadeias de 

gelatina produzindo um cromoforo que absorve a 346 nm. A quantidade do 

cromoforo formado e inversamente proporcional a densidade de reticulagao 

(VANDELLI, etal . , 2001). 

A solubilidade e inchamento dao uma ideia da extensao da reticulagao 

porque a diminuigao das propriedades de solubilidade e de inchamento e 

diretamente relacionada ao aumento das ligagoes cruzadas (SINGH et al., 2002). 

A diminuigao da solubilidade da gelatina quando suas cadeias estao 

reticuladas e alvo de diversos trabalhos academicos. Por exemplo, Yan et al. 

(1991), prepararam microesferas de gelatina reticulada com glutaraldeido para 

infusao intra-arterial hepatica. O sistema foi idealizado para transporter mitomicina 

(um agente anticancer) e iodo 131 (radioisotope) para quimioterapia e radioterapia 

simultaneas. 
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4 MATERIAIS E METODOS 

4.1 Local da Pesquisa 

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Avaliacao e Desenvolvimento de 

Biomateriais - CERTBIO, localizado na Universidade Federal de Campina 

Grande/UFCG. 

4.2 Materiais zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.1 Biopolimero 

Quitosana - 75-85 % desacetilada, fornecida pela Sigma Aldrich®. Lote 

MKBC 3804. 

Gelatina tipo A obtida de pele suina fornecida pela Sigma Aldrich, lote 119 

K0062. 

4.2.2 Reagentes 

• Acido Acetico Glacial - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico. Lote 

0801000. 

• Hidroxido de Sodio - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico, Lote 

08071098. 

• Lysozyme from hen egg White (Lisozima) - Sigma Aldrich®. 

• PBS: Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH = 7,4. Lote 

049K8204. 

• Hidroxido de amonia. 

• Agua destilada; 

• Soro fisiologico a 0,9% 

• Heparina de baixo peso molecular - adquirido no comercio da Paraiba. 



39 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.3 Outros materiais 

• Pipeta de Pasteur descartavel; 

• Placas de Petri de acrilico; 

• Becker; 

• Bastao de vidro; 

• Balao volumetrico; 

• Barra magnetica lisa sem anel (peixinho) 3x6 mm Yl-b06; 

• Seringa descartavel de 20ml; 

• Papel toalha; 

• Sacos plasticos com fechamento zip lock; 

• Caneta para CD Pilot ponta fina; 

• Tesoura; 

• Aquecedor magnetico. 

4.3 Metodos 

4.3.1 Preparo das membranas de quitosana 

As membranas foram preparadas pelo metodo de evaporacao de solvente, 

atraves da dissolucao do polimero em acido acetico ( 1 % v/v), para uma 

concentragao final da solucao polimerica ( 1 % m/v), sob agitacao magnetica por 

um periodo de 2 horas a aproximadamente 50 °C. 

Apos obtencao da solucao de quitosana, a mesma foi distribuida em placas 

de petri de acrilico de 5,5 cm, com volume final em cada placa de 20 ml de 

solucao e submetidas a secagem na estufa a 37 °C por 5 dias para completa 

evaporacao do solvente, sendo em seguida neutralizada. Parte das membranas 

foi neutralizada com hidroxido de sodio a 1mol/L e outra parte foi neutralizada com 

hidroxido de amonia a 2%. 
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4.3.2 Incorporagao da heparina de baixo peso molecular nas membranas de 

quitosana 

Inicialmente, a heparina nas proporgoes de 20 mg e 40 mg iria ser colocada 

dentro da solucao de quitosana obtida na etapa anterior. No entanto, a heparina 

por ser polianionica e conter muitos pontos reativos, precipitou com a quitosana, 

impossibilitando a obtengao das membranas nessas condigoes. Desta forma, 

optou-se por colocar a heparina nas proporgoes de 20 mg e 40 mg dentro da 

solucao de gelatina a 1 % (m/v) e em seguida misturada a solucao de quitosana, 

tambem a 1 % (m/v), obtendo assim, uma solucao com 1g:1g:0,02g e 1g:1g:0,04g. 

A solucao de gelatina foi obtida em temperatura de 50° C. As membranas foram 

obtidas utilizando a mesma metodologia das membranas de quitosana descrita no 

item anterior. Para neutralizacao das membranas foram utilizadas duas tecnicas, 

uma colocando 20 mL de solucao de hidroxido de sodio a 1 mol/L sobre as 

membranas secas e permanecendo por 1 h e a outro foi submetendo as 

membranas a uma atmosfera de hidroxido de amonia a 2 % (v/v). A solucao foi 

colocada sob uma cupula de vidro, juntamente com as membranas por 2 h. As 

membranas neutralizadas com hidroxido de sodio foram lavadas com agua 

destilada para retirada do excesso de NaOH e as neutralizadas com hidroxido de 

amonia ficaram ao ar livre ate total desaparecimento do odor de amonia que 

encontravam-se nas membranas. 

Todas as amostras foram obtidas como observado no fluxograma da Figura 

6 e caracterizadas por Difracao de raios-X (DRX), Espectroscopia na Regiao do 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de 

Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS), 

Tensao Superficial por Angulo de Contato, Ensaio de Intumescimento e Ensaio de 

Biodegradagao. Foram preparadas 5 amostras de cada tipo de material, para cada 

ensaio. 
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Figura 6. Fluxograma de preparacao das membranas 
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4.4 Caracterizacao 

4.4.1 Difragao de raios X 

As analises de difragao de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente 

em aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiagao Kct do cobre (1,5418 A), 

tensao de 40 kV e corrente 30 mA. As amostras foram examinadas em urn 

intervalo de 20 entre 5 e 30,0 graus a uma velocidade de 2°/min. O objetivo deste 

ensaio foi estudar o comportamento cristalografico do material. 

4.4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier 

As analises utilizando a tecnica de espectroscopia na regiao do 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das amostras foram realizadas 

em temperatura ambiente e o equipamento utilizado foi urn Spectrum 400 da 

Perkin Elmer. A tecnica FTIR foi usada para identificar as bandas caracteristicas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ITPPHIDTDT TATOP A / DP l 
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dos grupos funcionais presentes nas materias primas e nas amostras estudadas 

nesta pesquisa, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 600 cm"1. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura 

Para realizagao das analises de microscopia eletronica de varredura foram 

utilizadas amostras de aproximadamente 0,5 cm 2 . Foi utilizado microscopio 

eletronico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com 

aumento de 1000x, sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao 

condutoras. 

4.4.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X 

Para a identificacao quimica do material foi utilizado um microscopio 

eletronico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi acoplado 

com sistema para micro analise quimico por Espectroscopia de Energia Dispersiva 

(EDS). 

4.4.5 Tensao Superficial por Medidas do Angulo de Contato 

A tecnica consiste no calculo da tensao superficial da membrana baseada na 

analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a agua com tensao 

superficial conhecida e a superficie solida depende da relagao entre as forgas 

adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a superficie. 

Na realizagao desta analise foi utilizado um goniometro desenvolvido por 

tecnicos da Unidade Academica de Engenharia Mecanica da Universidade 

Federal de Campina Grande - UFCG e encontra-se instalado no CERTBIO. 
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4.4.6 Ensaio de Intumescimento 

Antes de iniciar a pesagem das membranas, as mesmas foram colocadas 

em uma estufa a 37° C por 4 h. Em seguida foram pesadas e submersas em agua 

destilada por 24 h. Apos esse periodo as membranas foram colocadas, 

rapidamente, em papel toalha para retirada do excesso de agua e pesadas. O 

grau de intumescimento foi calculado pela Equagao 1. 

• 100 
(1) 

Onde: mi = massa inicial 

rrif = massa intumescida 

% I = zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
m f -rrij 

m i 

4.4.7 Ensaio de Biodegradagao 

Para este ensaio empregou-se como base as normas ASTM F1635-04 

Standard teste Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically 

Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a 

ASTM F2103-01 Stamdard Guide for Characterization and Testing of Chitosan 

Salts as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engeneered 

Medical Products Applications (2007). 

As amostras secas foram cortadas na dimensao de 2,0 cm 2 , pesadas em 

balanca analitica. Em seguida foram colocadas em placas de Petri contendo uma 

solugao de Phosphate Buffered Saline - PBS e outras amostras em solugao de 

PBS com lisozima e incubadas em estufa microbiologica a temperatura de 37 °C, 

sendo retiradas da estufa apos 14 dias, seguindo um procedimento de lavagem 

em agua destilada, secagem por 24 horas em estufa a 37 °C e pesadas em 

balanga analitica. As diferengas percentuais das massas das amostras antes e 

apos o ensaio forneceram os resultados referentes a perda de massa das 

mesmas, observados a partir da media de ensaios repetidos em triplicata. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO 

Todas as amostras estao representadas por codigos. As membranas 

neutralizadas com hidroxido de amonia foram denominadas de membranas de 

quitosana (Q), quitosana com gelatina (Q/G), quitosana com gelatina com 20 mg 

de heparina (Q/G/2H), quitosana com gelatina com 40 mg de heparina (Q/G/4H) e 

as neutralizadas com hidroxido de sodio foram denominadas como quitosana 

(Q/NaOH), quitosana com gelatina (Q/G/NaOH), quitosana com gelatina com 20 

mg de heparina (Q/G/2H/NaOH), quitosana com gelatina com 40 mg de heparina 

(Q/G/4H/NaOH). A heparina foi codificada pela letra H de heparina ou F de 

farmaco. 

5.1 Difragao de raios X 

Todas as membranas de quitosana sem e com a gelatina e a heparina foram 

caracterizadas por difragao de raios X com a finalidade de observar a influencia da 

gelatina e da heparina na cristalinidade e consequentemente nas propriedades 

das membranas como observado na Figura 7. 

Figura 7 - Difragao de raios x do po da gelatina e das membranas quitosana com gelatina e a 

heparina. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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O difratograma da membrana de quitosana apresentou picos tipicos de 

material semicristalinos, com base larga em torno de 20 = 10° e 28 = 20° e 

corrobora com Barbosa, (2011), Fideles, (2010) e Lima (2010). A quitosana possui 

um perfil semicristalino devido as fortes interacoes intra e intermolecular, 

caracterizado pelas pontes de hidrogenio formadas entre os grupos amina, alcool, 

amida e outros grupos funcionais presentes na molecula de quitosana. Essas 

fortes interagoes fornecem certa organizagao a estrutura cristalina da quitosana 

(URAGAMI; TOKURA, 2006). Na gelatina tambem foram observados picos tipicos 

caracteristicos de material parcialmente cristalino, com pico predominante em 28 = 

22° e um pequeno pico em 28 = 8°. 

Nao foram observadas alteragoes significativas na cristalinidade das 

membranas com gelatina e o farmaco. No entanto, nos difratogramas 

neutralizados com hidroxido de amonia, foi observado um pico em 28 = 18° e dois 

pequenos picos em 28 = 8° e 28 = 12°, que tornaram o material um pouco mais 

cristalino quando comparado aos demais. Essa alteragao, possivelmente, nao 

pode ter sido provocada pela heparina, ja que segundo Martins (2011) a heparina 

e caracterizada pela ausencia de cristalinidade, ou seja, e um material amorfo. 

5.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier 

A tecnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de demonstrar os espectros 

(bandas caracteristicas dos grupos funcionais) obtidos das membranas de 

quitosana com e sem gelatina e tambem com diferentes concentragoes de 

heparina. De acordo com a Figura 8, pode-se afirmar que a adigao de heparina 

nas membranas de quitosana com gelatina provocou alteragao no perfil das 

membranas quando comparada a de quitosana pura, indicando a presenga de 

gelatina e de heparina nas mesmas. 
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Figura 8 - Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier do po da 

gelatina e das membranas de quitosana sem e com gelatina e com heparina 
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O espectro caracteristico da quitosana esta de acordo com Fideles, (2010) e 

Barbosa (2011), pois apresentam todas as absorcoes relativas a quitosana e, 

ainda de acordo com o espectro da membrana de quitosana, pode-se afirmar que 

a mesma nao e 100% desacetilada, pois encontra-se na regiao de 1658 cm" 1, uma 

banda caracteristica da amida I (0=C-NHR). 

As unidades desacetiladas da quitosana apresentam tres grupos funcionais 

caracteristicos, sendo eles uma amina primaria no C-2, uma hidroxila primaria no 

C-3 e uma hidroxila secundaria no C-6. No espectro da quitosana, a banda em 

torno de 3332 cm"1 e referente ao estiramento axial de OH, sobreposta a banda de 

estiramento N-H. A banda em 2885 cm"1 e atribuida ao estiramento assimetrico do 

grupo C-H. A banda em 1646 cm"1 esta associada a deformacao axial C=0 da 

amida primaria. A banda em 1581 cm"1 e referente a deformagao vibrational do 

grupo amina protonado (NH 3+). A banda em 1379 cm"1 pode ser atribuida a 
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deformagao axial - CN de grupos amino. A banda intensa em 1016 cm"1 esta 

associada ao estiramento C-O-C dos aneis piranosidicos. 

O espectro referente a gelatina apresentou bandas caracteristicas em 1656 

cm"1, tipica de amida I, devido ao estiramento da carbonila; em 1556 cm"1, 

relacionado a amida II, devido as vibragoes no piano da ligagao N-H e ao 

estiramento C-N; em 1229 cm" 1, correspondem as vibragoes no piano da amida III, 

devido ao estiramento C-N e a deformagao N-H; em 1454 cm"1, correspondente a 

estereoquimica dos aneis pirrolidinicos e proximo a 3268 cm"1, devido ao 

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

No espectro referente a heparina observa-se bandas caracteristicas em 3692 

e 2880 referente ao estiramento assimetrico dos grupos O-H e N-H, em 1635 cm"1 

referente a deformagao angular N-H, em 1240 cm"1 referente ao estiramento dos 

grupos C-N, C-0 e S=0, em 1067 cm"1 referente ao estiramento do grupo HS0 3" e 

em 648 cm"1 referente ao S=0 (PANZARINI, 2003) 

Para a quitosana com gelatina e o farmaco foram observados picos 

referentes a todos os componentes das membranas, indicativo da presenga dos 

mesmos nas membranas. No entanto, observou-se no espectrograma das 

amostras que foram neutralizadas com hidroxido de amonia uma discreta 

diminuigao da intensidade do pico em 1628 cm"1 referente ao grupo C=0 e 

aumento no pico em 1541 cm"1 referente ao grupo C=C, alem do aparecimento de 

um pico intenso em 1408 cm"1 que pode ser referente aos grupos C-0 e C-C. 

Estas alteragoes podem esta relacionadas a presenga do acetato, derivado do 

acido acetico, pois, possivelmente, a neutralizagao das membranas nao foi efetiva 

e esse resultado corrobora com os resultados obtidos no ensaio de molhabilidade, 

de intumescimento e, principalmente no de biodegradagao, onde estas 

membranas se dissolveram durante o periodo de 15 dias. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura 

Este ensaio foi realizado com a finalidade de observar a morfologia de todas 

as membranas obtidas nesta pesquisa e compara-las. Na Figura 9 podem ser 

observadas as fotomicrografias das membranas de quitosana com gelatina e com 

diferentes proporgoes de heparina. 
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Figura 9 - Microscopia Eletronica das membranas de quitosana com gelatina e heparina: a) 

Q/G/2H; b) Q/G/2H/NaOH; c) Q/G/4H; e d) Q/G/4H/ NaOH. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TM-1O00_Q294 

Q-G-4F 1000* 

2013/07/11 1121 L xlOk 100 um TM-1000_0299 

Q-G-4F lOOOxMaOH 

2013/07/24 1221 L xVOk lOOum 

Nas imagens a e c da Figura 9 sao observadas microesferas que sao 

resultados da ligacao eletrostatica da quitosana e da heparina que sao 

policationica e polianionica respectivamente. Observa-se tambem que, a 

membrana c apresenta maior quantidade de microesferas por ter maior 

quantidade da heparina. Ja nas membranas b e d nao sao observadas estas 

microesferas com a mesma clareza das observadas nas imagens a e c. Acredita-

se que este fato ocorreu por causa da lavagem com agua destilada, que foi 

utilizada para retirada do excesso de hidroxido de sodio. Este resultado e 

confirmado pelos ensaios de FTIR, onde foi observado uma diminuicao do pico em 

648 cm"1 referente ao S=0 e no EDS, onde foi observado diminuicao do percentual 

de enxofre. 
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5.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X 

A espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) foi utilizada para 

identificar os constituintes de cada uma das amostras. A heparina foi identificada 

pela presenga de enxofre como observado na Figura 10. 

Figura 10 - Espectroscopia de Energia Dispersiva das membranas de quitosana com gelatina e 

heparina: a) Q/G/2H; b) Q/G/2H/NaOH; c) Q/G/4H; e d) Q/G/4H/NaOH. 

Mass percent (no rm. ) Q-G-2F 1000* Mass percent ( n o r m . ) 

1 0 0 -

Q-G-2F lOOOxzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA KaOH 

Mass percent (no rm Q-G-4F 10QO. Mass percent fnor ro . ) Q-G-4F lOOOx W O M 

Atraves dos resultados observados no ensaio de EDS, foi possivel 

confirmar diferentes quantidades do farmaco nas membranas e que as 

membranas neutralizadas com hidroxido de sodio tiveram uma diminuicao 

significativa no percentual de enxofre, que e uma substantia que caracteriza a 

presenga do farmaco na membrana. Isto ocorreu, possivelmente, devido a 

lavagem com agua destilada para retirada do excesso de hidroxido de sodio, que 

arrastou o farmaco que e hidrossoluvel. Este fato foi confirmado pelo MEV e pelo 

FTIR. 

5.5 Tensao Superficial por Medidas do Angulo de Contato 

Com o desenvolvimento de novas tecnicas de modificagao de superficies, 

ampliou-se o uso de materials para os mais diversos setores industrials, 
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principalmente no setor biomedico, pois e grande a contribuicao que essas 

tecnicas trazem na modificacao de prophedades superficiais como molhabilidade, 

biocompatibilidade, adesao celular, diferenciacao celular, etc. Todas essas 

propriedades fisico-qufmicas estao sempre relacionadas com medidas de angulo 

de contato. Desse modo, medidas de angulo de contato tern sido amplamente 

usadas para monitorar propriedades superficiais, tais como, tensao superficial 

critica, componentes dispersivas e polares da energia superficial livre, interacoes 

acido-base na superficie, cristalinidade superficial, orientagao superficial dos 

grupos funcionais, rugosidade superficial, contaminacao superficial e 

molhabilidade (BEAKE et. al., 1998). 

Por meio de medidas de angulo de contato (0) entre o substrato e agua 

pode-se avaliar a hidrofilicidade das membranas. 

As analises de angulo de contato deste trabalho foram efetuadas com o 

gotejamento de agua destilada na superficie da membrana, com posterior analise 

das medidas dos angulos formados pela bolha de agua na membrana, com 

software proprio do Grupo de Biomateriais. 

Observa-se na Figura 11 que a presenga da gelatina nas membranas 

aumentou os valores medios (52° a 62°) de angulo de contato, ou seja, as 

membranas tornaram-se menos hidrofilica. Todavia, a diminuicao da 

hidrofilicidade nao pode ser considerada significativa quando observado o desvio 

padrao. 

Figura 11 - Tensao Superficial por Medidas do Angulo de Contato das membranas de quitosana 

sem e com gelatina e com heparina. 

70 

NaOH NaOH NaOH 
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Na Figura 11 pode-se, tambem, observar que, a diminuicao da 

hidrofilicidade ocorreu pela adicao do farmaco, pois todas as amostras com 

heparina tiveram um aumento no angulo de contato, sendo que ocorreu uma 

pequena e nao significativa diminuicao do angulo da membrana com maior 

quantidade de farmaco neutralizada com NaOH. Isto pode esta relacionado com a 

quantidade do farmaco retirado na lavagem das membranas ou pela acao do 

proprio hidroxido de sodio. No entanto, essas alteracoes nao foram significativas 

no perfil hidrofilico das membranas. 

5.6 Ensaio de Intumescimento 

Este ensaio foi realizado com a finalidade de observar a capacidade de 

absorcao e retencao de liquido das membranas. Segundo Thein-Han e Kitiyanant 

(2007), essa habilidade de absorcao e retencao de agua e um fator importante 

para materiais implantaveis, pois ela permite a absorgao de fluidos corporeos e a 

transferencia de nutrientes e metabolitos, sendo importante para liberagao 

controlada de farmacos. No entanto, essa elevada taxa de absorgao pode trazer 

consequencias indesejaveis como a redugao da estabilidade estrutural do 

polimero, ou seja, a presenga constante de umidade na estrutura do 

polissacarideo provoca o intumescimento da matriz com consequente degradagao 

das membranas. 

Segundo Fernandes (2009), a membrana de quitosana pura apresentou um 

alto grau de intumescimento para a primeira hora de imersao, chegando a mais de 

850 % para uma das amostras. Este grau de intumescimento foi reduzido para os 

tempos de 3 h e 24 h. Isso pode ter ocorrido porque o processo de absorgao de 

agua atingiu o equilibrio. 

Neste trabalho foi realizado o ensaio de intumescimento com todas as 

membranas de quitosana sem e com gelatina e heparina. 

Durante o ensaio as amostras foram pesadas antes de serem colocadas em 

agua destilada. Este ensaio foi realizado com triplicata de cada tipo de amostra 

analisada. Apos 24 h todas as membranas foram pesadas na mesma balanga 

utilizada para pesagem anterior. Em seguida foram realizados os calculos para 

saber o quanto as membranas intumesceram. 
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A presenga da gelatina nas membranas promoveu o aumentou da taxa de 

intumescimento das amostras. No entanto, essa taxa teve um aumento mais 

significativo nas membranas que foram neutralizadas com hidroxido de amonia, 

isso, possivelmente, devido a neutralizacao nao ter sido efetiva, como ja 

observado nos ensaios de FTIR e biodegradacao. O aumento da taxa de 

intumescimento tambem pode ter sido influenciado pela adigao do farmaco, ja 

que, de acordo com a Figura 12 as amostras com heparina apresentaram taxa de 

intumescimento em torno de 700 %. 

Figura 12 - Ensaio de Intumescimento das membranas quitosana sem e com gelatina e com 

heparina. 

300 

A hidrofilicidade da quitosana se da em funcao de seus grupos desacetilados 

que, naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam esta 

forte afinidade por moleculas polares. Esses grupos possuem uma grande 

influencia sobre o montante de agua retida, considerando que o aumento da 

concentragao de quitosana na membrana interfere com a agua absorvida (ASSIS 

et al., 2003). As membranas que foram neutralizadas com NaOH apresentaram 

menor percentual de intumescimento, isto pode esta relacionado a efetiva 

neutralizacao das mesmas e consequentemente menos pontos reativos livres para 

se ligar com a molecula de agua, pois a quitosana em pH acima de 6,4 apresenta-

se neutra, ou seja, perde o perfil policationico. 

IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA imnnzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA .T.Tm TArnnn \ i n n 1 
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5.7 Ensaio de Biodegradagao 

Este ensaio teve como objetivo observar a acao da solugao tampao fosfato 

(PBS) sem e com lisozima no processo de degradagao das membranas, como 

tambem, verificar a influencia da gelatina e do farmaco neste processo. Para 

avaliagao deste ensaio, foi considerada a perda de massa das amostras 

degradadas como observada na Tabela 3. 

Tabela 3. Perda percentual de massa das membranas submetidas a ensaios de biodegradagao e 

respectivos desvios padrao. 

Perda de massa das membranas 

Ensaio 15 dias de ensaio 

PBS (pH= =6,78) Lisozima/PBS (pH=6,80) 

Media (%) D. Padrao Media (%) D. Padrao 

Q 34 4 38 0.6 

Q NaOH 26 5 22 1 

Q:G zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
* * * zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

* 

Q:G NaOH zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
* * ** * * ** 

Q:G:2F * * * * 

Q:G:2F NaOH ** * * ** ** 

Q:G:4F * * * * 

Q:G:4F NaOH ** ** ** * * 

* As amostras dissolveram-se ou desmancharam-se na hora da coleta para 

impossibilitadas de serem pesadas. 

pesagem e ficaram 

**As amostras nao dissolveram-se, mas degradaram-se ou fragmentaram-se ficando 

impossibilitadas de serem pesadas. 

A lisozima e a principal enzima responsavel pela degradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo da 

quitosana atraves da hidrolise dos residuos acetilados, embora outras enzimas 

proteoliticas tenham mostrado um baixo nivel de atividade de degradagao sobre a 

molecula. A velocidade de degradagao da quitosana e inversamente proporcional 

ao grau de cristalinidade e ao grau de desacetilagao (PONCIANO, 2010). Esta 

enzima esta presente em tecidos, orgaos e fluidos corporais de mamiferos, 

inclusive no fluido lacrimal com teores acima de 1% (BERGER et al., 2004). 

Neste trabalho, a degradagao das membranas ocorreu basicamente devido a 

presenga do tampao PBS e nao da lisozima, pois ocorreu perda de massa de 

todas as membranas. 
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Para Dalian, (2005) os valores de degradagao das membranas quando da 

exposigao a enzima lisozima pelo periodo de um mes e quando da exposigao 

somente ao tampao PBS, notou-se que, na maioria das composigoes. a 

degradagao das membranas ocorreu tambem, basicamente devido a presenga do 

tampao PBS e nao a agao da lisozima. Contudo, apos dois meses de exposigao a 

lisozima, houve um aumento da degradagao das membranas, sendo que, 

diferentemente do contato por um mes, na maioria dos ensaios foi observada uma 

diferenga estatisticamente significativa entre a degradagao quando da presenga e 

da ausencia da enzima na solugao. 

Segundo Tomihata e Ikada (1997), quitosanas com grau de desacetilagao de 

ate 69% apresentam consideravel degradagao enzimatica mesmo em periodos 

curtos de exposigao a lisozima, enquanto que as de grau de desacetilagao 

superior a 69% sao dificilmente degradadas. Alem disso, as caracteristicas 

morfologicas dos materials tambem interferem na degradagao enzimatica dos 

mesmos. 

A presenga da gelatina nas membranas de quitosana foi um fator que 

acelerou o processo de degradagao das mesmas, isto pode esta relacionado a 

quantidade de gelatina utilizada neste trabalho. Outro fator importante na 

degradagao das membranas foi o tipo de neutralizagao, pois as que foram 

neutralizadas com hidroxido de amonia, possivelmente, se dissolveram devido a 

neutralizagao nao ter sido efetiva como observado no ensaio de FTIR. Ja as 

membranas de quitosana com gelatina e o farmaco que foram neutralizadas com 

hidroxido de sodio, tambem dissolveram-se ou degradaram-se, mas 

apresentando-se no final do ensaio fragmentos de membrana impossibilitando a 

pesagem. 

Sabe-se que a quitosana e considerada um polimero degradavel pela 

lisozima, porem, tal degradabilidade e dependente, dentre outros fatores, do grau 

de desacetilagao da quitosana, ja que a lisozima se liga aos grupamentos N-

acetilglicosamina presentes na estrutura deste polissacarideo (SUH; MATTHEW, 

2000). O que justifica os resultados obtidos por Dalian, 2005 e Ponciano, 2010 e 

neste trabalho. 
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6 CONCLUSOES 

Na tecnica de DRX foi possivel observar que nao ocorreu alteragao significativa na 

cristalinidade das membranas, ja que as membranas apresentam caracteristicas 

de polimeros semicristalinos. No entanto, as membranas neutralizadas com 

hidroxido de amonia tiveram uma discreta alteragao no perfil cristalografico; 

A tecnica de FTIR mostrou picos caracteristicos de todos os componentes 

utilizados nesta pesquisa, inclusive os picos relativos a heparina. Todavia, ocorreu 

uma diminuigao do pico em 648 cm"1 referente ao S=0, nas membranas 

neutralizadas com NaOH, possivelmente, devido a lavagem com agua destilada 

que arrastou o farmaco e esse comportamento foi comprovado com os resultados 

de MEVe EDS. 

Na microscopia eletronica de varredura foi possivel observar a presenga de 

microesferas de heparina com quitosana nas membranas neutralizadas com 

hidroxido de amonia e as mesmas nao foram visualizadas nas membranas 

neutralizadas com hidroxido de sodio como justificado pelos ensaios de FTIR e 

EDS, onde foi evidenciada uma significativa diminuigao do enxofre nas 

membranas. 

No ensaio de molhabilidade observou-se uma diminuigao da hidrofilicidade das 

membranas com gelatina e heparina. No entanto essa diminuigao nao foi 

consideravel e nao interferiu na capacidade de absorgao e retengao de liquido 

verificado no ensaio de intumescimento onde as membranas com gelatina e 

heparina apresentaram um maior grau de intumescimento, e esse intumescimento 

foi muito significativo nas membranas neutralizadas com hidroxido de amonia. 

O ensaio de biodegradagao apresentou perda de massa significativas das 

membranas, principalmente das neutralizadas com o hidroxido de amonia. Isto 

pode ser justificado pelo alto grau de intumescimento, pois quanto maior o grau de 

intumescimento, maior a degradabilidade do polissacarideo. Concluir tambem que 

a degradagao ocorreu basicamente por agao do PBS e nao da lisozima. 

Baseado nos resultados pode-se concluir que a interagao entre a quitosana, 

gelatina e a heparina foi efetiva. No entanto a neutralizagao com NaOH nao e a 

mais indicada para neutralizagao das membranas devido ao arraste do farmaco 

durante a lavagem e o tempo de 2 h para neutralizagao das membranas em 

atmosfera NH 4OH a 2% nao foi efetiva. 
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MINI GLOSSARIO 

AnticoagulantezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - sao os farmacos usados para prevenir a formacao de trombos 

sanguineos. 

Citoquinas - e urn termo generico empregado para designar urn extenso grupo de 

moleculas envolvidas na emissao de sinais entre as celulas durante o 

desencadeamento das respostas imunes. 

Endotelio - Constitui a camada celular interna dos vasos sanguineos. 

Linfa - e urn fluido transparente, que impregna o corpo, que e produzido quando o 

sangue atravessa os vasos capilares e vaza para o corpo; os poros dos capilares 

sao pequenos e nao permitem a passagem dos globulos vermelhos, mas deixam 

passar o plasma sanguineo, contendo oxigenio, proteinas, glicose e globulos 

brancos. 

Trombocitopenia - e a reducao do ni imero de plaquetas no sangue, ao contrario 

do que ocorre na trombocitose. 

Trombo - e uma coagulagao de sangue no interior do vaso sanguineo. 


