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ESTUDO COMPARATIVO DE METODOLOGIAS DE OBTENCAO DE BIOFILMES DE
QUITOSANA E QUITOSANA/INSULINA

Davidson Marrony Santos Wanderley”

RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenga cronica de elevada prevaléncia global; o DM tipo 1
utiliza insulina como um dos principais meios de tratamento e requer administracao didria de
injecoes subcutaneas multiplas, que podem trazer desconforto ao usudrio. O carreamento de
farmacos por sistemas poliméricos, como € o caso da quitosana, torna-se promissor, pois abre
a perspectiva de administragdo de insulina por uma via alternativa, utilizando a liberagao
controlada de farmacos. Este trabalho objetivou obter ¢ comparar metodologias de biofilmes
de quitosana e quitosana/insulina. Os biofilmes foram obtidos por duas metodologias, uma
utilizando como técnica de secagem o aquecimento e a outra o resfriamento. As
caracterizagcdes envolveram avaliacdo macroscopica, Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX) e
Andlise Térmica- TG e DSC. A obtencdo dos biofilmes pelas metodologias propostas
mostrou-se eficaz; macroscopicamente foi possivel observar diferencas nos materiais obtidos,
quanto a coloragdo, aspecto, flexibilidade, resisténcia e odor caracteristico de insulina.
Através das técnicas de FTIR e EDX foram observados que os grupos funcionais e elementos
quimicos caracteristicos da quitosana e insulina estavam condizentes com sua estrutura
quimica e que as diferentes formas de obtencdo influenciaram na concentragdo da dgua e na
preservacdo da insulina. Os ensaios termoanaliticos constataram que a interacdo entre
quitosana e insulina geraram curvas com modificagdes, que apontam para a diferenca no
processamento dos biofilmes. Desta forma, a metodologia de secagem por resfriamento
apresentou maiores indicios de preservagao da insulina nos materiais obtidos.

Palavras-chave: Biofilme. Quitosana. Insulina.

~ Aluno de Graduagdo em Farmacia na Universidade Estadual da Paraiba — Campus I.

Email: davidsonwanderley14@gmail.com



1 INTRODUCAO

De acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes- SBD (2016), o
Diabetes Mellitus (DM) ndo ¢ uma Unica doenca, mas um grupo heterogéneo de disturbios
metabolicos que apresenta em comum a elevacgao da glicose no sangue (hiperglicemia). Este
processo ¢ resultado de defeitos na acdo e/ou secrecdo da insulina, que ¢ um hormonio
produzido no péancreas, pelas chamadas células beta (). O DM ¢ classificado em quatro
classes clinicas, sendo mais frequentes: o tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2).

Atualmente, estima-se que a populagdo mundial com diabetes seja da ordem de 387
milhdes e que alcance 471 milhdes em 2035. Desses dados, mais de 80% dos Obitos por
diabetes ocorrem em paises em desenvolvimento. Apesar do DM2 ser mais prevalente na
populacao adulta e idosa, o DM1 requer tratamento dependente a base de insulina que envolve
a multipla administracdo de injecdes subcutaneas, j& que pouca ou nenhuma insulina ¢
liberada para o corpo (DIRETRIZES..., 2016). Esta terapia clinica ¢ a causa de possiveis
dores e infec¢des, o que conduz a uma menor aceitagdo pelo paciente, pois o desconforto
associado com este tipo de administracdo leva ao diabético a negligenciar e at¢ mesmo a
desistir da terapia (THATAT et al., 2013). Neste contexto, torna-se necessario o
desenvolvimento de outra forma de aplicagdo de insulina mais comoda para os pacientes,
melhorando esse quadro.

O carreamento de farmacos por sistemas poliméricos, como ¢ o caso da quitosana,
torna-se promissor neste ambito, pois 0 mesmo ¢ considerado uma valiosa técnica para
aperfeicoar a liberagdo controlada de farmacos. Um sistema carreador deste tipo permite boa
estabilidade, absor¢do e excelente transferéncia tissular quantitativa, bem como, a esperada
atividade farmacodinamica (LACAVA, 2006).

A quitosana ¢ um biopolimero do tipo polissacarideo, que possui uma estrutura
molecular quimicamente similar a celulose, diferenciando-se nos grupos funcionais ¢ em sua
origem (AZEVEDO et al., 2007). Ao contrario dos polimeros sintéticos, a quitosana ¢ um
polissacarideo natural, derivada da quitina por meio de desacetilacdo parcial, apresentando
cadeias constituidas por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose, unidas por ligacdes  (1-4) (MESQUITA et al., 2013). A quitina
pode ser encontrada no exoesqueleto de insetos, nas conchas de crusticeos e na parede celular

de alguns fungos (NEVES et al., 2013; CAETANO, 2012).



Devido as caracteristicas, tais como: abundancia, atoxicidade, hidrofobicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, atividade antimicrobiana e, também, por sua
configuracdo quimica, a quitosana vem sendo empregada na preparagdo de biofilmes, géis,
microcapsulas e microesferas, sendo designadas para diversos fins em areas tecnologicas,
como por exemplo, a biotecnolodgica, de cosméticos, de processamento de alimentos, produtos
biomédicos e, principalmente em sistemas de liberagdio de compostos ativos (MATTE;
ROSA, 2013).

Este trabalho objetivou obter e caracterizar biofilmes de quitosana com e sem insulina,
a partir de duas metodologias, para fins de utilizacdo como formas farmacéuticas de liberagao
controlada. Dessa forma, abre a perspectiva de novos estudos em busca do desenvolvimento
de uma possivel alternativa para administracdo da insulina, por uma via alternativa da

convencional, diminuindo os efeitos colaterais que esse tipo de aplicagdo pode provocar.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar biofilmes de quitosana com e sem insulina, utilizando duas

metodologias e compara-los através de caracterizacdes fisico-quimicas.

2.2 Objetivos Especificos

# Analisar macroscopicamente os biofilmes obtidos pela metodologia de secagem por
aquecimento e por resfriamento;

» Identificar grupos funcionais e elementos quimicos, que possam determinar a presenca
da quitosana e insulina nos biofilmes desenvolvidos através da Espectroscopia de IV e
EDX;

# Verificar o perfil termoanalitico dos biofilmes obtidos por TG e DSC.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero natural formado de unidades B-(1 —4)-2- amino-2
desoxi-D-glicopiranose e constitui o produto do processo de desacetilagdo parcial da quitina,
biopolimero constituido de wunidades p-(1—4)-2- acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
extraida de carapacas de crustaceos, do exoesqueleto de insetos e até mesmo da parede celular
de fungos (LUCENA et al., 2015; SANTANA et al., 2014). A Figura 1 representa o grupo
acetila na unidade monomérica da quitina ¢ do grupo amino na unidade monomérica da

quitosana, e sua respectiva desacetilacao.

Figura 1. Estrutura quimica da quitina e quitosana.
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Fonte: Adaptado de LUCENA et al., 2015.

A quitina pode ser convertida em quitosana por meios enzimaticos, pela acdo de
microrganismos ou por desacetilagdo alcalina (NaOH ou KOH), sendo este ultimo método o
mais utilizado (MELO, 2014; BESSA; GONCALVES, 2013). A completa desacetilacdo da
quitina € raramente realizada, pois sdo necessarias muitas reacdes consecutivas, que também
favorecem sua progressiva despolimerizagdo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de
copolimeros que contém pelo menos 50-60% das unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
(BLANCO, 2011). Desta forma, quando o grau de desacetilacdo se torna maior que 50%, a
quitina passa a ser soluvel em meio aquoso e o polimero passa a ser denominado quitosana,

que pode ser facilmente dissolvida em solugdes de acidos fracos diluidos em fungdo da
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protonacao dos seus grupos aminicos livres, sendo o acido acético o solvente mais empregado
(MATTE; ROSA, 2013; BLANCO, 2011).

As caracteristicas da quitosana obtida sdo determinadas pela concentragdo da solugdo
alcalina e razdo quitina/solugdo alcalina, tamanho das particulas de quitina, temperatura,
tempo e atmosfera de reacdo (HOLANDA, 2011; CAMPANA et al., 2007).

Portanto, a massa molar e o grau de desacetilagdo da quitosana obtida sdo os fatores
importantes que determinam a aplicacdo desta, influenciando na maioria de suas
caracteristicas. As quitosanas comerciais geralmente possuem grau de desacetilacdo variando
de 70 a 95%, com massa molar na faixa de 104-106 g/mol (PINTO, 2011).

Em fungdo de sua propriedade filmogénica, varias aplicacdes estdo sendo sugeridas
para a quitosana, como sua utilizagdo em envoltorios protetores de alimentos (ZHANG et al.,
2015; BESSA; GONCALVES, 2013). De um modo geral por ser um polimero catidnico,
atoxico, biodegradavel, biocompativel e renovavel, desperta grande interesse para aplicagdes
médicas e farmacéuticas (SHEN et al., 2015; SANTANA et al., 2014). Além disso, possui
biocompatibilidade com o organismo humano, o que permite seu uso em varias aplicacdes
médicas, anticoagulantes, bactericidas, transportadores  farmacologicos,  meios
microbiolédgicos, entre outros (GONZALEZ et al., 2015; BESSA; GONCALVES, 2013).

No contexto de liberagdo de farmacos, a quitosana tem sido utilizada na darea
farmacéutica como um potencial transportador para liberagdo prolongada de farmacos
especificos e macromoléculas; em formulagdes de administragdo oral, nasal, transdérmica e
topica, € na obtencdo de nanoparticulas para veiculacdo de proteinas, vacinas e DNA (SILVA;

FIDELES; FOOK, 2015).

3.2 Liberacao Controlada de Farmacos

Quando um farmaco ¢ administrado a um ser vivo, apenas uma pequena fracdo da
dose atinge o tecido alvo, sendo que a maior parte ¢ desperdigada, devido a sua distribui¢ao
por outros tecidos e a sua metabolizagdo e/ou excrecao, antes de atingir o local de acdo. Neste
contexto, a liberacdo controlada implica a associa¢do, quimica ou fisica, dos farmacos com
materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados /n Vvivo, tenham a

capacidade de controlar, de forma pré-determinada, a taxa de liberagdo/entrega do farmaco a
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partir desse mesmo sistema, e/ou conduzir o farmaco até o sitio especifico em que este deve
atuar. Estes sistemas sdo designados assim por sistemas de liberagdo controlada (SLC) de
farmacos (COIMBRA, 2014).

O SLC tem como objetivo manter a concentracdo do fArmaco no organismo dentro do
intervalo terapéutico por tempo prolongado, fazendo uso de apenas uma dosagem. A Figura 2
compara os perfis de liberacdo de um firmaco, administrado através de um sistema
convencional (por uma dose e varias doses) e de um sistema de liberagdo controlada em
fun¢ao do tempo (MOURA, 2012).

Figura 2. Comparacéo dos perfis de liberagdo de um farmaco resultantes da administracdo de um sistema de
liberagdo convencional, por varias doses e de um sistema de liberagao controlada, em fungdo do tempo.
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Fonte: Adaptado de MOURA (2012).

Os polimeros sdo constituintes praticamente indispensaveis na preparacdo de SLC de
farmacos, devido a sua versatilidade quanto a aplicagdes ¢ funcionalidades, baixo custo de
obtenc¢do e biocompatibilidade (COIMBRA, 2014; COELHO, 2012; KIM et al., 2009). Neste
contexto, a incorporagdo de farmacos em sistemas poliméricos apresenta-se como uma das
inimeras aplicagdes desses na tecnologia farmacéutica, como biofilmes, micro e
nanoparticulas, matrizes injetaveis, adesivos, implantes, entre outros (DASH et al., 2011).

A escolha do polimero ideal como componente de uma formulagdo para liberagao
controlada de fadrmacos depende de diversos fatores. Estes fatores se correlacionam as

propriedades do farmaco, a propria estrutura polimérica e aos demais componentes que
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compdem a formulagdo (COELHO, 2012).

A quitosana tem sido produto de escolha no desenvolvimento de SLC de farmacos, por
possuir capacidade de ficar carregada positivamente, atribuindo assim caracteristica
mucoadesiva, 0 que permite um aumento no tempo residual do farmaco no local de absor¢ao.
Além disso, ¢ um polimero compativel com tecidos vivos, uma vez que causa poucas reagoes
alérgicas e rejeicdes no corpo humano, ja que a quitosana possui metabolitos que sdo

completamente absorvidos pelo organismo humano (TAVARES, 2011).

3.3 Insulina e Diabetes Melittus

A insulina ¢ um hormonio anabolico, secretado pelas células beta nas ilhotas de
Langerhans do pancreas. Sua sintese ¢ estimulada pelo aumento da glicose sanguinea apos
refeigdes, que varia de acordo com a quantidade e o tipo de alimento ingerido, tendo acdo no
figado, musculo esquelético e tecido adiposo. Suas fungdes metabolicas incluem captagao de
glicose, aumento da sintese de proteinas, dcidos graxos e glicogénio, reduzindo a produgdo
hepatica de glicose, lipolise e protedlise (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014).

Quando existe dificuldade no organismo em manter adequados os niveis de insulina,
ou seja, quando ¢ acometido por uma desordem metabodlica, ocorre uma patologia
denominada Diabetes Mellitus (SPD, 2015). A DM pode ser classificada em DM1, em DM2,
em Diabetes Mellitus gestacional (DG) ou em outros tipos especificos de diabetes, como: os
que englobam causas genéticas, defeitos no pancreas exocrino, endocrinopatias e farmacos
(MARTINS, 2015; SHIVASHANKAR; MANI, 2011).

Segundo os dados revelados pela Federagao Internacional da Diabetes- IDF (2015),
atualmente existem 320,5 milhdes de pessoas em idade ativa (20-64 anos) com diabetes ¢ 94,2
milhdes pessoas de terceira idade (65-79 anos) acometidos do mesmo problema. A Tabela 1
mostra a categorizagdo dos dez principais paises/territorios relacionados ao nimero de

pessoas com diabetes (20-79 anos) no ano de 2015 e a estimativa para quantidade em 2040.
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Tabela 1. Categorizagdo dos paises/ territorios relacionados ao niimero de pessoas com diabetes (20-79 anos) de
2015 e estimativa do ano 2040.

P 2015 P 2040
3 Nimero de pessoas : Niamero de pessoas

b PaisTerritir: com diabetes | PaisTerritério com diabetes
¢ ais'1 erritorio ¢

a a

o o

| China 109.6 milh3es (996~-1334) 1 Chma 150.7 milhbes (138.0-179.4)
2 India 62 ) milhoes (362-343) 2 Inda 123.5 milhoes (99.1 - 13033)
3 Estados Umdos da Aménca 293 milhdes (276-309) 3 Estados Umidos da América  35.1 milhdes (33.0-37.2)
4 Brasd 143 milhdes (129-158) 4 Brasil 23.3 milhes (21.0-259)
5 Federagio Russa 12.1 milhdes (62-13.7) 3§ México 20.6 milhdes (11.4-24.7)
& México 11 3 malhes (6.2-137) 6 Indonésia 16.2 milhdes (14.3-17.7)
7 Indondsta 10.0 mihdes (8.7-109) 7 Egio 15.1 milhdes (73-17.3)
§ Egito 7.8 milhGes (3.8-9.0) 8 Paquustio 14 4 milhdes (10.6-204)
9 Japio T2 milhdes (6.1-9.6) 9 Bangladesh 13.6 milhbes (10.7~24.6)
10 Banglzdesh Il pmlhiges (33 -120% 10 Federacio Rusza 12 4 mihde: (64-17.1)

Fonte: Adaptado da Federag@o Internacional da Diabetes- IDF (2015).

O DM ¢ uma doenga cronica, de elevada prevaléncia global que, embora heterogénea
na sua etiologia, a sua frequéncia tem aumentado tanto nos paises desenvolvidos como nos
paises em desenvolvimento (CORREIA, 2014).

Os dois tipos de diabetes mais comum sdo DM1 e DM2, o primeiro ¢ caracterizado
pela deficiéncia de insulina, isto €, resulta da destruicdo autoimune das células B do pancreas;
desta forma o uso de insulina exdgena ¢ indispensavel. Ja4 o DM2 ocorre quando o pancreas
ndo produz insulina suficiente ou quando o organismo ndo consegue utilizar eficazmente a
insulina produzida, levando entdo a uma acumulacao de glicose no sangue. Normalmente, este
tipo de diabetes estd associado a hipertensdo arterial, obesidade e dislipidemia (MARTINS,
2015).

Na literatura, sdo descritos diversos estudos sobre sistemas de liberagdo, nos quais o
principio ativo a ser incorporado pode estar ligado, disperso ou dissolvido na estrutura dos
biofilmes poliméricos (RODRIGUES, 2008; WANG et al., 2007). Thatat e colaboradores
(2013) trata o encapsulamento da insulina em materiais poliméricos, como um método
promissor para melhorar a biodisponibilidade oral e sua absor¢ao na regido gastrointestinal. A

associacdo da insulina com a quitosana, formando um biofilme para ser utilizada em um
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sistema de liberacdo controlada de farmacos, pode representar no meio terapéutico uma
alternativa para administracdo da insulina por uma via, ainda a ser definida, porém diferente
da convencional (injetdveis), diminuindo os efeitos colaterais que esse tipo de aplicacdo

provoca ao portado de Diabetes Mellitus insulinodependentes (HOLANDA, 2011).

4 METODOLOGIA

4.1 Material

4.1.1 Biopolimero

Quitosana comercial (Sigma Aldrich®) de médio peso molecular (identificada pelo
numero do catalogo 448877-250G) e grau de desacetilagao (GD) de 84,7%.

4.1.2 Reagentes

= O Acido Acético (CHEMCO® - Industria e comércio LTDA) e o Hidroxido de sodio
(VETEC®- Quimica Fina). Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau

analitico PA;

# Insulina (Cys57H333N¢5077S6) — Insulina Humana comercial liquida do tipo NPH -
Novolin®, fabricada pelo laboratorio Novo Nordisk® Farmacéutica do Brasil Ltda, lote

AS6 1049.
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4.2 Métodos

Para obtengdo dos biofilmes de quitosana, foram utilizados dois métodos de
eliminacdo do solvente. O primeiro, denominado como Metodologia 1 foi baseado em
(LIMA, 2010; CUI et al., 2008; DALLAN, 2005), e o segundo método, denominado como
Metodologia 2 foi baseado em (HOLANDA, 2011). Estas técnicas podem ser divididas em
trés etapas: dissolucdo da quitosana em uma solucdo acida diluida, transferéncia desta solu¢ao
para placas de Petri e adicdo de outros componentes, seguido de secagem e formacgdo do

biofilme propriamente dito.

4.2.1 Obten¢ado dos biofilmes de quitosana e quitosana/insulina pela Metodologia 1

Os biofilmes de quitosana (B1) e quitosana/insulina (B2) obtidos pela Metodologia 1
ou Metodologia de secagem a quente, se deu através da dissolugdo de quitosana em uma
solugdo de 4cido acético (1% v/v), sob agitagdo magnética, por um periodo de 24 horas. Em
seguida, a solucdo foi filtrada a vacuo utilizando a bomba da marca Prismatec” (Modelo 121),
para remogao de substancias indesejaveis e vertida em placas de Petri com diametro de 5,5

cm, num volume de 5 mL.

4.2.1.1 Obtengédo dos biofilmes de quitosana (B1)

As placas com a solugdo de quitosana foram submetidas a secagem em estufa a 50°C,
com circulagdo de ar, por um periodo de 12 a 24 horas. Sob os materiais secos, aderidos as
placas, foram adicionados SmL de solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH) a 1M, para a
completa neutralizacdo do 4cido. Posteriormente, as mesmas placas foram preenchidas em sua
capacidade maxima por dgua destilada, por um periodo de 1 hora e aferido o pH da dgua em
um pHmétro (Modelo HANNA® instruments). Apos a aferigdo do pH, a 4gua de lavagem foi
descartada e substituida por uma nova agua destilada, que teve o pH aferido sendo o processo

repetido, até que o pH da 4gua atingisse a neutralidade. Por fim, os biofilmes foram secos a
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temperatura ambiente em seus respectivos moldes, denominando-se entdo como biofilme 1 ou
Bl.

4.2.1.2 Obtengédo dos biofilmes B2: Método de incorporagdo da insulina no B1

Nas placas contendo a solugdo obtida conforme descrito no item 4.2.1 foram
adicionadas insulina, numa propor¢do de 100 UIL A insulina foi lentamente misturada a
quitosana com ajuda de um bastdo de vidro. Em seguida, a solucdo foi colocada em estufa
com circulagdo de ar, a 50°C, para secagem em um periodo de 24 horas. As demais etapas se
sucederam na mesma ordem descrita na elaboragdo dos biofilmes de Bl. O biofilme

produzido foi denominado como biofilme 2 ou B2.

4.2.2 Obtengao dos biofilmes de quitosana e quitosana/insulina pela Metodologia 2

Neste método, a evaporagdo de solventes ocorre sem a utilizacdo de calor sendo
denominada Metodologia 2 ou Metodologia de secagem a frio. A obtencdo da solugdo de

quitosana se da de modo similar a metodologia 1, até a etapa de filtragao.

4.2.2.1 Obtengédo dos biofilmes de quitosana (B3)

Apos a filtragdo, a solugcdo foi mantida sob agitacdo magnética, para obtencdo da
completa neutralizagdo do acido. Para isso, foi gotejado hidroxido de so6dio a 1M e medido,
constantemente o pH da solugdo, até que fosse atingida a neutralidade. A solucdo, assim
formada, foi distribuida em placas de Petri com didmetro de 5,5 cm, com um volume final em
cada placa de 5 mL de solucdo, submetidas entdo, a secagem em geladeira a 8°C por 5 dias,
para eliminacdo completa do solvente. Apos a secagem, as placas foram tampadas e mantidas

sob refrigeragao. O biofilme produzido foi denominado biofilme 3 ou B3.
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4.2.2.2 Obtencdo dos biofilmes B4.: Método de incorporacdo da insulina no B4

A incorporagdo da insulina foi realizada usando-se a Metodologia 2, porém, apods a
neutralizagdo, a solucdo de quitosana foi distribuida em placas de Petri e a insulina foi
adicionada em cada placa, de modo que, ao final, para cada 5 mL de quitosana obteve-se 1mL
(100 UI) de insulina. A insulina foi lentamente misturada a quitosana com ajuda de um
bastdo. A seguir as placas foram colocadas na geladeira, a 8°C por 5 dias para eliminacdo
completa do solvente. Apds a secagem, as placas foram tampadas e refrigeradas. O biofilme
produzido foi denominado biofilme 4 ou B4.

O Fluxograma da Figura 3 esquematiza os quatro tipos de biofilmes obtidos pela

metodologia de secagem a quente e a frio.

Figura 3. Fluxograma para obtengéio dos quatro biofilmes (B1, B2, B3 e B4), utilizando as duas metodologias

adotadas pelo trabalho (Secagem a quente e a frio).
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4.3 Caracterizacao dos biofilmes de quitosana e quitosana/insulina

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

Esta andlise foi realizada utilizando um espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer”
FT-IR/FT-NIR Spectrometer, com varredura de 4000 a 650 cm™, instalado Laboratorio de
Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais (Certbio), da Unidade Académica de

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.3.2 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

Para caracterizacdo por EDX foi utilizado um microscopio eletronico de bancada,

modelo TM 1000 HITACHI®, instalado no Certbio da UFCG.

4.3.3 Analise Térmica

4.3.3.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em um moédulo termogravimétrico
TG modelo SDT TG/DTA Q600 (TA® - Instruments), na razio de aquecimento de 10°C min
!, com temperatura inicial ambiente e temperatura final de 900°C. Utilizou-se atmosfera de
nitrogénio, com fluxo de 20 mL.min"'. Foi utilizado massa de 5,00 = 0,05 mg acondicionada
em cadinho de alumina para cada amostra. A calibragdo do equipamento foi realizada com

padrao de oxalato de calcio.

4.3.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)



19

As curvas DSC do material citado foram obtidas em um modulo Calorimétrico
Exploratorio Diferencial DSC modelo Q20 (TA" - Instruments). Foram utilizadas amostras de
2,00 £ 0,05 mg, acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechados,
analisadas na razio de aquecimento de 10°C min’, com temperatura inicial ambiente e
temperatura final de 400°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min .
O DSC Q20 foi calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os pontos de fusdo do
indio (PF= 156,6°C) e zinco metalico (PF= 419,5°C) com pureza de 99,99 %. A calibragao
para energia foi feita com base na entalpia de fusio do indio metalico (AHpugo = 28,54 Jg™).

Os dados termoanaliticos foram analisados utilizando o programa TA® Instruments
Universal Analysis 2000, versio 4.7A, da TA®™ Instruments ¢ as analises realizadas no
Laboratoério de Analises Térmicas do Certbio, Departamento de Farmacia, da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos biofilmes e analise macroscopica

A Figura 4 apresenta registros fotograficos dos biofilmes desenvolvidos pelo método
de secagem a quente ¢ a frio, com o intuito de verificar semelhangas e diferencas

macroscopicas no material.
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Figura 4. Registros fotograficos dos biofilmes Bl(a) e B2 (b) (secagem a quente) e biofilmes obtidos pelo
método de secagem a frio B3 (c) e B4 (d). Camera do celular, modelo XT1033.

Fonte: Arquivo da pesquisa.

Observando-se as fotografias apresentadas foram elencados alguns parametros de

avaliagdo, cujos resultados foram utilizados para a elabora¢ao da Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros morfologicos macroscopicos avaliados dos biofilmes desenvolvidos.

Parametros B1 B2 B3 B4
Coloracao Transparente Transparente Esbranqui¢ada  Esbranquigada
Aspecto Homogeéneo Homogeneo Heterogéneo Heterogéneo
Flexibilidade Boa Boa Insatisfatoria Insatisfatoria
Resisténcia Boa Boa Tendéncia a Tendéncia a
desagregacdo desagregacgdo
Odor
caracteristico
da solugao de Ausente Presente Ausente Presente

insulina

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os biofilmes obtidos pela metodologia de secagem a quente apresentaram
macroscopicamente coloragdo transparente, aspecto homogéneo e boa flexibilidade. Ja os
biofilmes obtidos pela metodologia de secagem a frio apresentaram coloragdo esbranquicada,
aspecto heterogéneo e tendéncia de desagregacao, caracteristicas estas atribuidas ao alto teor
de umidade de sua técnica de obtengdo ou baixa capacidade de remogdo do solvente por esse
método, gerando filmes mais uUmidos. Morfologicamente ndo foram encontradas
caracteristicas consideraveis relevantes a presenc¢a de insulina, mas pdde-se constatar o odor

caracteristico da respectiva solucao utilizada nos biofilmes B2 ¢ B4.

5.2 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de infravermelho ¢ caracteristico de cada molécula como um todo. Porém,
certos grupos de atomos ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
frequéncia, independente da estrutura da molécula (MILIOLI, 2011). As andlises de FTIR
foram realizadas para insulina isolada e para os quatro tipos de biofilmes que continham ou
ndo insulina (B1, B2, B3 e B4), com o objetivo de observar possiveis interagdes entre os
grupos funcionais dessas substancias. A Figura 5 mostra os espectros de FTIR da insulina e

dos biofilmes desenvolvidos.
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Figura 5. Espectro de FTIR da insulina ¢ dos biofilmes B1, B2, B3 ¢ B4.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Os principais valores de faixa de absorbancia de FTIR caracteristicos da estrutura da
quitosana e da insulina, bem como os respectivos valores reais mensurados neste trabalho,

estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Principais valores de absorbancia detectados no espectro de insulina e dos biofilmes B1, B2, B3 e B4.

Sinal Faixa de Absorcoes
absorbancia identificadas
(cm ™)
Insulina B1 B2 B3 B4
1 - Estiramento
O-H/
Estiramento 3419
simétrico e 3500-3200 3263 3350 3298 3281 3281
assimétrico do 3200
NH,
2 - Estiramento
simétrico e
assimétrico metila 3000- 2800 2934 2881 2900 2986 2934
e metileno
3 - Estiramento 1670-1640 1651 1651 1634 1669 1634
C=0 de Amidas
4 - Deformacdo NH, 1640-1560 1582 1564 1564 1548 1548
5 - Estiramento 1400
simétrico de sais
de Acido 1426 1408 1392 1408 1323
Carboxilico
6 - Deformacéo 1380-1370 1357 1374 1374 1392 1323
simétrica C-H
7 Vibragées C-O-C 1159 1183 1149 1149 1149
8 Estiramento C-O 1250-1000 1045 1027 1027 1027 1045
de alcoois e fenois
9 Deformagdes C-H 1000-650 837 906 906 785 906

Fonte: Dados da pesquisa. Faixa de absorbancia adaptado de LIMA (2010).

Os espectros de infravermelho das amostras B3 e B4 apresentaram uma larga e intensa
absorgdo entre 3500 cm™ e 3200 cm™, diferentemente dos biofilmes Bl e B2 que nesta faixa
de absorcao, apresentaram bandas largas e de baixa intensidade, provavelmente decorrente da
baixa umidade obtida através do método de secagem a quente. Tais absor¢des podem ser
atribuidas as vibragdes de estiramento de ligacdes de O-H e/ou N-H (NERY, 2014;
OSTROWSKA; GIERSZEWSKA, 2009). Como a banda do estiramento de O-H ¢ larga, o
mesmo pode esta sobrepondo as bandas de estiramento de ligacdes de N-H (MULLER, 2013).
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Aproximadamente em 2900 cm™, observou-se uma banda, que pode ser atribuida aos
estiramentos de ligagdo C-H simétrico e assimétrico dos grupos metila e metileno, presentes
nos radicais da quitosana e da insulina (MAHL et al., 2015; LIMA, 2010). Na regidao de 1670
cm™ a 1560 cm™, os sinais observados correspondem ao modo de vibragio por estiramento de
ligagdo C=0 de amida I e a deformacao de ligacdo N-H de amida II, respectivamente, uma
vez que a quitosana deriva de um processo de desacetilagdo elevada. O aparecimento destas
duas bandas em conjunto (C=O e N-H), indica a presenca de amida, um grupo funcional
caracteristico da quitosana (AROF; OSMAN, 2003). Nesta regido de 1670 cm™ a 1560 cm,
bem como a faixa de 1400 cm™ que é referente a um possivel estiramento simétrico de acido
carboxilico (LIMA, 2010), os biofilmes B3 e¢ B4 apresentaram bandas intensas quando
comparadas aos biofilmes Bl e B2, tais absor¢des podem estd relacionadas a quebra das
ligagdes pelo aquecimento utilizado para obtengio dos biofilmes BI ¢ B2. Em 1380 cm™ e
1370 cm™ a absor¢do visualizada pdde ser atribuida a deformacdo de ligagdo C-H
(FRAGUAS et al., 2015). Em 1159 cm™ puderam ser detectadas vibragdes decorrentes de
possiveis ligagdes C-O-C. Ja as absorgdes detectadas na regido ente 1250 cm™ e 1000 cm™
podem ser atribuidos aos estiramentos de ligagdo C-O de 4lcoois e fenois. De 1000 cm™ a 650

cm’’

as absor¢des detectadas provavelmente correspondem a presenca de deformagdes de
ligagdao C-H (LIMA, 2010).

Com estes resultados, fica comprovado a presenca dos principais grupamentos
quimicos funcionais, relativos a quitosana e a insulina, nos biofilmes caracterizados. No
entanto, devido & semelhan¢a quimica detectada nas estruturas de quitosana e insulina, a
técnica ndo se mostrou eficaz para a deteccdo da insulina no material desenvolvido. Ficou
também demonstrado uma maior presenca de agua nos biofilmes B3 e B4, sendo constatado a

baixa eficiéncia do método 2 na remogao da agua.

5.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

O EDX ¢ uma técnica ndo destrutiva, onde os raios emitidos pela amostra sdo
convertidos em cargas elétricas para a identificacio da energia dos Raios-X e
consequentemente dos respectivos elementos presentes na amostra (MIOLILI, 2011). Nas
Figuras 6 e 7 sdo apresentados os espectros de EDX para os biofilmes Bl e B2,

respectivamente.
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Figura 6. Espectro de EDX e massa percentual dos elementos C ¢ O do biofilme B1.
Cps/eV

KeV
Fonte: Arquivo da pesquisa.

Figura 7. Espectro de EDX e massa percentual dos elementos C ¢ O do biofilme B2.
Cps/eV

KeV
Fonte: Arquivo da pesquisa.

Através dos espectros pode-se observar que os dois materiais apresentaram picos de
Carbono (C) e Oxigenio (O), que sdo elementos caracteristicos deste biopolimero, dados estes
também apresentados por Dotto e colaboradores (2013).

Comparando biofilmes Bl e B2, constatou-se que os elementos encontrados
pertencem a estrutura tanto da quitosana quanto da insulina. O elemento Enxofre (S)
associado com a composi¢do da insulina, ndo foi encontrado no espectro de B2. As Figuras 8

e 9 mostram o EDX e massa percentual dos elementos identificados dos biofilmes B3 e B4.
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Figura 8. Espectro de EDX e massa percentual de O, C, Na, Ca, P e Al do biofilme B3.
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gl VFigura 9. Espectro de EDX e massa percentual de C, O, Na, Ca, P ¢ S do biofilme B4.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Nos espectros de B3 e B4 além dos elementos de C e O encontrados nos biofilmes de
B1 e B2, detectou-se a presenca de novos elementos como o Sodio (Na), Calcio (Ca), Fosforo
(P) além do Enxofre (S) no biofilme B4. A presenca de Na nestes dois biofilmes,
provavelmente seja resquicio do processo de neutralizagao por NaOH utilizada para obtengao
das amostras. Os outros componentes como Ca e P foram classificados como contaminantes.

Andlogos aos resultados obtidos, Holanda (2011), em seu trabalho incorporou o
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farmaco (insulina) em biofilmes de quitosana, a mesma, constatando a presenca de 0,4% de
Enxofre. Portanto, os resultados obtidos para o biofilme B4 corroboram com o resultado da
autora. No entanto nao foi possivel fazer a mesma constata¢do para o biofilme B2.

Desta forma, através desta técnica pontual sugere-se que a metodologia de secagem a

frio mostrou-se mais eficiente no que diz respeito a preservagdo da estrutura da insulina.

5.4 Analise Termogravimétrica (TG)

Esta andlise descreve as alteragdes de massa de uma amostra, sob a forma de produtos
volateis em func¢do da temperatura ou do tempo. Os polimeros quando sdo submetidos a um
tratamento térmico podem apresentar alteracdes, como modificacdes estruturais distinguidas
através da ruptura de suas ligagdes quimicas nas cadeias principais e laterais (SANTOS,

2015). A Figura 10 mostra as curvas termogravimétricas dinamicas referentes as preparagoes

de B1 e B2, utilizando a metodologia de secagem a quente.

Figura 10. Curvas termogravimétricas referentes aos biofilmes B1 ¢ B2.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.



A Figura 11 apresenta as curvas termogravimétricas de B3 e B4.
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Figura 11. Curvas termogravimétricas referentes aos biofilmes B3 e B4.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Com os dados referentes as Figuras 10 e 11, foram observados os eventos

termogravimétricos, cujas temperaturas inicial, final bem como percentual de perda de massa

e de residuo final, estdo expostas na Tabela 4.

Amostras

B1
B2
B3
B4

Tabela 4. Dados termogravimétricos dos biofilmes B1, B2, B3 ¢ B4.

Ti
(°C)

51.96
52.61
45.48
41.24

1
Tf
(°C)

87.31
86.13
79.41
74.21

Etapas de decomposicao

Perda
de
massa
(%)
7.688
9.055
13.33
17.85

Ti
(°C)

270.48
264.00
271.44
269.84

2
Tf
(°C)

317.45
314.90
310.80
313.62

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

Fonte: Dados da pesquisa.

Perda
de
massa
(%)
50.19
45.06
39.94
41.29

Residuo
Final
(%)

33.13
33.51
26.04
25.25
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As curvas termogravimétricas dos biofilmes apresentaram duas etapas de
decomposi¢do. A primeira etapa, proximo a 100°C refere-se ao desprendimento de agua
adsorvida ao polimero e residuos do acido acético utilizado na produgdo dos biofilmes
(SILVA; FIDELES; FOOK, 2015). Esta perda de dgua foi verificada em maior quantidade em
B3 e B4, este resultado deve-se provavelmente a alta umidade, ou seja, capacidade de
reten¢do de dgua no material utilizado pela metodologia de secagem a frio. A segunda etapa
ocorreu entre as temperaturas de 200 a 400°C, correspondente a decomposi¢ao da quitosana,
através das quebras de ligagdes glicosidicas seguida da decomposi¢do das unidades
monomeéricas do polimero (FRAGUAS et al.,, 2015; PILAR, 2014). Para as quatro curvas
termogravimétricas, esta decomposicao (segunda etapa) ¢ classificada como a principal etapa,
por ser a Unica que ocorre a despolimerizagdo (FRAGUAS et al., 2015).

Avaliando-se as quatro curvas no que se diz respeito a etapa principal, as curvas
termogravimétricas foram semelhantes, quando comparadas a varidvel forma de obtencdo e
para aquelas acrescidas ou ndo de insulina. Esta técnica ndo se mostrou sensivel para
diferenciar os biofilmes com e sem insulina, mas foi relevante para distingdo das

metodologias empregadas, através do evento de perda de agua (evento 1).

5.5 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratoria Diferencial € uma técnica na qual se mede a diferenga de
energia fornecida a substancia em relagdo a um material de referéncia, termicamente inerte,
em func¢do da temperatura, enquanto a substancia ¢ a referéncia sdo submetidas a uma
programagdo controlada de temperatura (PORTO, 2014). As Figuras 12 e 13 mostram as
curvas calorimétricas referentes as preparagoes de Bl e B2, utilizando a metodologia de

secagem a quente.
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Figura 12. Curvas calorimétricas do biofilme BI.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Figura 13. Curvas calorimétricas do biofilme B2.
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Fonte: Arquivo da pesquisa.

Com os dados referentes as Figuras 12 e 13, foram observados os eventos
calorimétricos, cujas temperaturas iniciais, finais e do pico final, bem como do percentual de

entalpia, estdo expostas na Tabela 5.
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Tabela 5. Dados calorimétricos das preparagdes dos biofilmes Ble B2.

Eventos Calorimétricos

AMOSTRA
1 2
T; Pico T; AH T; Pico T; AH
(°C) (€ (C) (g (€ (€ (©C (J/9)
B1 4398 90.21 163.47 3033 278.43 299.10 350.21 250.3
B2 43.86 95.10 155.89 4932 274.02 300.28 357.32 363.1

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

Fonte: Dados da pesquisa.

Na curva de DSC dos biofilmes Bl e B2 foram observados eventos endotérmicos com
picos de temperatura de 90,21°C e 95,10°C respectivamente, referente a desidratacao
(DOTTO et al.,, 2013). Em ambas as curvas, foram observadas um segundo evento,
classificado como exotérmico, correspondente a decomposicao das unidades monoméricas do
polimero, cujas temperaturas dos picos foram de 299,10°C e 300,28°C respectivamente,
corroborando com a perda de massa da analise termogravimétrica que ocorreu em faixa de
temperatura semelhante. Para Sarmento et al. (2006), o pico exotérmico resulta da degradagao
de polieletrolitos devido as reacdes de desidratacdo e despolimerizagdo, mais provavelmente
da descarboxilagdo parcial dos grupos carboxilicos protonados e reagdes de oxidagdo dos
polieletrolitos.

Quanto a variacdo de entalpia foi observado um maior gasto de energia para o
primeiro evento térmico de B2 (AHp,= 493.2 J/g ¢ aHg;= 303.3 J/g). Isso pode sinalizar a
presenca da insulina no composto, visto que a diferenga observada foi consideravel. Nas
Figuras 14 e 15 visualizamos as curvas calorimétricas de B3 e B4, utilizando a metodologia

de secagem a frio.
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Figura 14. Curvas calorimétricas do biofilme B3.
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Figura 15. Curvas calorimétricas do biofilme B4.
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As curvas de DSC dos biofilmes B3 e B4 apresentaram uma faixa de temperatura de
30C° a 400C° evidenciando trés eventos endotérmicos, sendo os dois primeiros

correspondentes ao processo de desidratacdo, que pode esta relacionado a elevada adsor¢ao de
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umidade, referente a secagem por resfriamento utilizada para obtencdo dos biofilmes. Nas
faixas de temperatura das curvas de B3 (252,2°C a 268,8°C) e B4 (238,8°C a 259,61°C) os
biofilmes apresentaram transi¢des de segunda ordem, que se caracterizam pela variagdo de
capacidade calorifica, porém sem variacdes de entalpia, ndo gerando picos nas curvas de
DSC, apresentando-se como um deslocamento da linha de base (ULGADE, 2014).

A Tabela 6 resume os principais dados relacionados aos eventos calorimétricos dos

biofilmes B3 e B4, cujos dados foram coletados a partir das Figuras 14 e 15.

Tabela 6. Dados calorimétricos das prepara¢des dos biofilmes B3 ¢ B4.

Eventos Calorimétricos

AMOSTRA 1 2 3
T; Pico T; AH T; Pico T; AH T; Pico T; AH
C) (6 (6 (g (€ (€ (€ W9 (C (€ (O (g
B3 5432 56.59 6347 7986 79.94 10759 17721 480.1 32354 32650 33030 61.12
B4 44.13 5057 5731 59.05 5731 11254 160.15 6248 317.49 323.15 32793 32.50

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

Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto a varia¢do de entalpia, observou-se que a tendéncia detectada no primeiro
evento de B1 e B2 repetiu-se para B3 e B4, tendo B4 apresentado AH= 624.8 J/g e B3, AH=
480.1 J/g. Sendo assim, a preparagdo que contem insulina em sua composi¢do, utilizou mais

energia para a sua degradacgao.
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6 CONCLUSAO

A obtencao dos biofilmes de quitosana e quitosana/insulina, através das metodologias
de secagem a quente e a frio, mostrou-se eficaz. Macroscopicamente, as diferentes técnicas de
obten¢ao dos biofilmes influenciaram na aparéncia das amostras.

Os ensaios de FTIR demonstraram, quimicamente, que os grupos funcionais dos
biofilmes obtidos sdo similares com a estrutura da quitosana e da insulina e que a
Metodologia 2 favorece a uma maior quantidade de dgua nos biofilmes.

A técnica de EDX demonstrou a presenca de elementos quimicos presentes na
estrutura da quitosana para os quatro biofilmes. Nos biofilmes que continha insulina, B4
apresentou o Enxoftre (S), elemento caracteristico do farmaco.

Com relacdo ao TG das amostras, os biofilmes apresentaram duas etapas de
decomposi¢do. A primeira etapa referiu-se ao desprendimento de agua, no qual os biofilmes
B3 e B4 apresentaram maior umidade, provavelmente derivada de sua metodologia de
obtengdo. Em relagdo a etapa principal, as curvas termogravimétricas dos quatro biofilmes
foram bem semelhantes, tornando-se a técnica ndo especifica para caracterizar a presenca da
insulina.

A DSC constatou dois eventos (um endotérmico e outro exotérmico) para os biofilmes
obtidos por aquecimento e trés eventos (endotérmicos) para os biofilmes desenvolvidos pela
metodologia de secagem por resfriamento, sendo dois primeiros correspondentes ao processo
de desidrata¢do, o que pode estd relacionado ao resfriamento utilizado para obtencao dos
biofilmes, como foram verificados na TG. Quanto a variagdo de entalpia foi observado um
maior gasto de energia em B2 ¢ B4, o que pode ser indicativo da presencga da insulina na
amostra.

Nas condicdes do estudo, os resultados das andlises fisico-quimicas forneceram
subsidios que existe uma compatibilidade entre quitosana e insulina, que a metodologia de
secagem a frio mostrou-se mais eficaz na preservacao da insulina ¢ que a metodologia de
secagem a quente foi mais eficaz na remocao da agua. Desta forma, sugerem-se novos estudos
utilizando-se técnicas de caracterizacdo complementares, para utilizagdio do material

desenvolvido, enquanto sistema de liberagdo controlada de farmacos.
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COMPARATIVE STUDY OF METHODOS TO OBTAIN CHITOSAN AND
CHITOSAN/INSULIN BIOFILMS

Davidson Marrony Santos Wanderley

ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease with high global prevalence; DM type 1 uses
insulin as one of the main treatment and requires daily administration of multiple
subcutaneous injections which can bring discomfort to the patient. Delivery of drugs using
polymers such as chitosan, it is promising because it opens the perspective of insulin
administration by an alternate route, using drug delivery systems. This study aimed to obtain
and compare methods to obtain chitosan and chitosan/insulin biofilms. Biofilms were
obtained by two methods, one using as a drying technique and another using heating and
cooling. Characterizations used macroscopic evaluation, Infrared Spectroscopy Fourier
Transform (FTIR) Spectroscopy Energy Dispersive X-ray (EDX) analysis and thermally TG
and DSC. The proposed methodologies to obtain biofilms proved to be -effective;
macroscopically, it was possible to observe differences in materials obtained, regarding color,
appearance, flexibility, strength and characteristic odor of insulin. Through the techniques
FTIR and EDX was observed that the functional groups and the characteristic of the chemical
elements chitosan and insulin were consistent with its chemical structure. Furthermore, the
different methods of obtaining influence the concentration of water and the preservation of
insulin. The thermoanalytical studies showed that the interaction between chitosan and insulin
curves generated with modifications related to the difference in processing of biofilms. Thus,
the drying by cooling methodology showed greater preservation of insulin in the material
obtained.

Keywords: Biofilm. Chitosan. Insulin.
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