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RESUMO

Os polimeros, devido as suas diversas aplicacOes e funcionalidades, estdo entre os excipientes mais utilizados
para a obtencdo de formas farmacéuticas, ganhando destaque a quitosana. O objetivo deste trabalho foi de-
senvolver e avaliar comparativamente membranas de quitosana com diferentes concentracdes da espécie
vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (insulina), para uso em sistema de liberacdo de farma-
co. Foi realizada coleta, identificagdo botanica e obtencdo do extrato alcodlico bruto (EAB) da planta. Para
producéo das membranas de quitosana e quitosana com EAB utilizou-se a técnica de evaporacéo do solvente.
As membranas foram divididas nos grupos: MQ (Membrana de quitosana), MQ5 (Membrana de quitosana
com 5% de EAB) e MQ20 (Membrana de quitosana com 20% de EAB), sendo as amostras caracterizadas
pelas técnicas de Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), de Resisténcia a
Tragdo e Citotoxicidade. Analisando macroscopicamente as membranas, evidenciou-se mudanca de cor a
medida que o percentual do EAB foi aumentado, tornando as amostras mais escuras. As anélises de MO e
MEV evidenciaram membranas com superficie lisa e regular. O ensaio mecénico de resisténcia a tracao reve-
lou diminuigdo na resisténcia a tensdo quando acrescido 5% de EAB, e aumento desta com 20% de EAB. O
teste de citotoxicidade mostrou que todas as amostras sdo viaveis para uso em sistemas bioldgicos. Logo,
conclui-se que foi possivel desenvolver membranas de quitosana com diferentes concentracdes de EAB, e
que o grupo MQ possui uma maior resisténcia a tensdo em relacdo aos demais grupos.
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ABSTRACT

The polymers, due to their diverse applications and functionalities, are among the most used excipients to
obtain pharmaceutical forms, with emphasis on chitosan. This study aimed to develop and evaluate compara-
tively membranes of chitosan to different concentrations of the plant species Cissus verticillata (L.) Nicolson
& C.E. Jarvis (insulin), in order to use in a drug delivery system. It was realized data collection, botanical
identification and the obtaining of the crude alcohol extract (CAE) of the plant. For the production of chi-
tosan and crude alcohol extracted chitosan membrane, it is used the solvent evaporation technique. The
membranes were divided into groups: CM (chitosan membrane), CM5 (5% of crude alcohol extracted chi-
tosan membrane) e CM20 (20% of crude alcohol extracted chitosan membrane), being the samples character-
ized by the techniques of Optical Microscopy (OM), Scanning Electron Microscopy (SEM), of Tensile
Strength and Cytotoxicity. Macroscopically analyzing the membranes revealed a change in color as the per-
centage of CAE increased, making the samples darker. The MO and SEM analyzes showed membranes with
smooth and regular surface. The mechanical tensile strength test revealed a decrease in tensile strength when
5% of CAE was added and increased with 20% of CAE. The cytotoxicity test showed that all samples are
viable for use in biological systems. Therefore, it was concluded that it was possible to develop chitosan

Autor Responsavel: Antonio Alberto Souza Neto Data de envio: 18/04/2018 Data de aceite: 09/01/2019

10.1590/51517-707620190003.0706



e ROSENDO, R.A.; MEDEIROS, L.A.D.M.; SOUZA NETO, A.A., et al. revista Matéria, v.24, n.3, 2019.

membranes with different concentrations of CAE, and that the CM group has a higher resistance to tension in
relation to the other groups.

Keywords: Membranes. Chitosan. Medicinal plants.

1. INTRODUCAO

A utilizagdo de biomateriais na area da saide ¢ muito comum, sendo estimados cerca de 300 mil nos dltimos
10 anos. Essas substancias podem ser definidas como dispositivos que entram em contato com sistemas bio-
I6gicos (incluindo fluidos bioldgicos), com aplicacbes diagnosticas, vacinais, cirlrgicas ou terapéuticas,
dentre outras [1].

Em meio a diversidade dos biomateriais existentes, ganha destaque a quitosana, um polimero natural
derivado da quitina. Esta substancia tem inimeras caracteristicas tais como o fato de ser biodegradavel, bio-
compativel, ndo tdxico e com atividade antimicrobiana, somando a isso o fato de ter um baixo custo [2].

Nos ultimos anos, biomateriais originados da quitosana, sdo empregados em diversos mecanismos,
tais como regeneracdo tecidual, particularmente para cartilagem, dispositivos de liberacdo controlada de
farmacos e sistemas de imobilizagdo de células em gel [3]. Logo, este polimero tem sido vastamente utilizado
na veiculacdo de medicamentos, bem como na engenharia de tecidos aplicada a odontologia e diversas areas
médicas [4].

Membranas de quitosana estdo sendo bastante estudadas por grupos de pesquisa, devido a sua capaci-
dade de acelerar a cicatrizacdo tecidual, uma vez que envolve varios mecanismos como coagulacéo, sintese e
deposicéo de matriz celular, fibroplasia, dentre outros [5].

Na literatura, o uso de biomateriais estd em crescimento, uma vez que estes apresentam caracteristicas
capazes de controlar a liberagdo de substancias como farmacos. Dentre os farmacos, tém-se os fitoterapicos,
que sdo obtidos a partir de derivados vegetais, apresentando inimeras aplica¢fes na cura das doencas [6].

A Fitoterapia foi a primeira medicina do homem, sendo que as plantas sdo uma fonte de
medicamentos para 0s seres humanos desde tempos imemoriais. Neste sentido, a terapia através das plantas é
a forma mais antiga de cuidados de satde conhecido pela humanidade [7, 8].

O Brasil € um pais de imensa diversificacdo de espécies vegetais, que muitas vezes sdo utilizadas
como matérias-primas para a fabricacdo de fitoterdpicos que podem ser usados para o tratamento de inimeras
enfermidades, como o diabetes melito [9].

Uma dessas espécies é a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, que pertence a familia Vita-
ceae. Esta planta ¢ conhecida como “Insulina vegetal” existindo, porém, outras nomenclaturas populares
menos comuns como cortina japonesa, cipo juca, anil trepador, uva braba, dentre outros [10].

Tem-se buscado alternativas de administracdo da insulina de forma menos traumatica, contribuindo
para minimizar ou mesmo eliminar o incémodo sofrido por inimeros individuos portadores de diabetes que
ja se encontram naturalmente sensibilizados em virtude das limitagbes impostas pela doenca, sendo o0 empre-
go de fitoterdpicos uma dessas formas opcionais de terapéutica [11].

Mediante a aprovacdo da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares, prevendo o
tratamento com plantas medicinais e fitoterapicas no Sistema Unico de Saude — SUS, conforme disposto na
Portaria 971 de trés de Maio de 2006 do Ministério da Salde; e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos através do Decreto n° 5.813, de 22 de Junho de 2006, este trabalho propds-se a desenvolver e
caracterizar membranas de quitosana com diferentes concentraces de Cissus verticillata (L.) Nicolson &
C.E. Jarvis, a fim de avaliar sua possivel utilizagdo em pacientes portadores de diabetes melito tipo 2.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

. Quitosana - de média massa molecular, com grau de desacetilacdo em torno de 90% e grau de cristali-
nidade de aproximadamente 50%; produzida no CERTBIO (Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste) — UFCG.

. Acido Acético Glacial P.A., Sigma Aldrich®.

. Hidréxido de amdnio 28-30% P.A. - Massa molar 35,05 g/mol, Neon.

. Extrato alcoolico de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Tipo e Local da Pesquisa
Foi desenvolvida uma pesquisa laboratorial, in vitro e quantitativa no CERTBIO, localizado na Unidade
Académica de Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/ UFCG.

2.2.2 Coleta e Identificagdo da Planta

As folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (Figura 1) foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), onde a planta é cultivada.

Figura 1: Folhas e frutos de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis [12].

Com a finalidade de identificar botanicamente a espécie vegetal utilizada no estudo, partes aéreas (fo-
Ihas e frutos) de plantas adultas frescas foram prensadas sendo, em seguida, postas para secagem em estufa
artesanal a uma temperatura de 38°C por 72 horas, para confeccdo de exsicatas. Amostras representativas des-
sas exsicatas foram depositadas no Herbario CSTR, localizado no Centro de Salde e Tecnologia Rural
(CSTR/UFCG), sob nimero de tombo — CSTR 5170.

O extrato alcoolico bruto (EAB) de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis empregado foi obtido
através do método de remaceracéo até a extracdo exaustiva do material vegetal, sendo obtido ao final um mate-
rial escuro, higroscopico, denominado extrato alcodlico bruto (EAB), com massa de 85,59 (Figura 2).

Figura 2: Extrato alcodlico bruto de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis [12].

2.2.3 Metodologias da preparacdo das membranas de quitosana sem e com a incorporagado da droga
vegetal

A solucgdo de quitosana foi preparada pela dissolugdo de 30 g de quitosana em 1,5 L de uma solucdo a 1%
(v/v) de acido acético glacial sob agitagdo mecanica durante 24 h a 435 rpm (Figura 3). Foram adicionados
20 mL da solucéo em placas de Petri em acrilico com diametros de 55x13 mm.
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Figura 3: 30 g de quitosana (a), 15 mL de &cido acético glacial (b), solu¢do de quitosana com &cido acético sob agitacéo
mecanica (c).

A preparacdo das membranas contendo a droga vegetal foi realizada dissolvendo-se em 100 mL da
solugdo de quitosana, 5% e 20% da droga vegetal, proporcionalmente & concentragdo de quitosana emprega-
da. As concentragdes da droga vegetal foram selecionadas tomando como base os estudos desenvolvidos por
ROSENDO [12] que utilizou 1,0 grama de p6 das folhas de Cissus verticillata (L.) em pacientes, sendo essa
dosagem considerada ideal para ser empregada pela populagdo como terapéutica.

Essa solucéo foi colocada também no agitador mecénico IKA RW20 durante 2 h a 550 rpm, até que a
droga vegetal dissolvesse de forma homogénea (Figura 4). Da mesma forma, foram vertidos 20 mL de cada
uma das solucdes obtidas em placas de Petri em acrilico (Figura 5). As placas foram entdo acondicionadas
em estufa bacterioldgica a 35,7 °C por 7 dias para evaporagéo do cido e formagdo da membrana.

Figura 4: Soluges de quitosana com extrato vegetal a 5% (a) e 20% (b) respectivamente ap6s a agitacdo mecanica.

Figura 5: Placas de Petri cada uma contendo 20 mL de solugdo, sendo quatro com solugéo de quitosana pura, quatro com
solucdo de quitosana com 5% de EAB e quatro com solucdo de quitosona com 20% de EAB.

Apds a secagem das membranas de quitosana sem e com a incorporagdo da droga vegetal, nas concen-
trages de 5% e 20%, as mesmas foram retiradas da estufa para a neutralizagéo.

2.2.4 Processo de Neutralizagdo com Hidroxido de Aménio

No preparo da solugdo de hidréxido de aménio, foi dispensado em um baldo volumétrico 500 mL de agua
destilada, estando a capela para exaustéo de gases da SPLabor ligada, e incorporado 50 mL de aménio; com-
pletando-se com mais agua destilada até ser atingido o volume final de 1000 mL (Figura 6). As membranas
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foram neutralizadas com a solucdo de hidréxido de amdnio, ndo permanecendo em contato direto com esta
solugdo, mas sim sob atmosfera da mesma, dentro de uma cdpula de vidro, por um periodo de 72 horas (Figu-
ra 7). Em seguida, as amostras foram colocadas para secar a temperatura ambiente (23°C).

Figura 7: Processo de neutralizacdo das membranas de quitosona pura (a), com 5% de extrato vegetal (b) e com 20% de
extrato vegetal (c) na capela de exaustdo.

2.3 Caracterizagao

As membranas de quitosana desenvolvidas foram caracterizadas pelas técnicas de Microscopia Otica (MO),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Teste de Resisténcia & Tracdo e Ensaio de Citotoxicidade. As
andlises foram realizadas no CERTBIO / UFCG.

2.3.1 Microscopia Otica (MO)

A caracterizagdo por MO, para avaliacdo morfolégica das membranas, foi realizada em um Microscépio
Optico Digital Hirox Modelo KH-1300, de reflexdo e transmiss&o, com canh&o MX(G)2016Z e magnificagio
de 80x, acoplado a uma estacdo de Anélise de Imagens, empregando-se o software 2D Measure.

2.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura analisa o material através da irradiagdo por um fino feixe de elétrons
que interage com a superficie da amostra e origina uma série de radia¢des fornecendo, dessa forma, informa-
¢do morfoldgica e topogréfica sobre superficies de sélidos, necessaria para a compreensdo do comportamento
de superficies [13].

A caracterizacdo por MEV foi realizada no equipamento modelo Phenom Pro X, acoplado com siste-
ma para microanalise quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS, sendo realizadas imagens
usando magnificacdo de 260x, 500x e 1000x.

Na analise de MEV, as membranas sem e com a incorporacdo da droga vegetal foram preparadas nas
dimensdes de 1 cm x 1 cm.

2.3.3 Teste de Resisténcia a Tragao

Esse tipo de analise é caracterizada pelo modo como as membranas respondem as solicitagdes mecanicas
aplicadas, podendo estas ser do tipo de tensdo ou deformacgdo. A natureza desta resposta depende da estrutura
quimica, temperatura, tempo e das condi¢cdes de processamento do polimero. As membranas podem estar
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sujeitas a uma variedade de tensfes durante o periodo de uso e sabe-se que as interacBes entre polimeros
podem influenciar e modificar as propriedades de misturas em relagédo aos polimeros puros [14].

Nesse ensaio, as membranas foram inseridas no equipamento universal de ensaios mecanicos INS-
TRON 3366, empregando-se dois pratos de compressdo (um fixo e um mével), com uma média de carga de
10KN, velocidade do travessdo de 1,3 mm/min e uma deformacéo do corpo de prova de 90%.

2.3.4 Ensaio de Citotoxicidade

Esse ensaio objetiva avaliar o potencial quantitativo de citotoxicidade de um material, ou seja, a capacidade
que um material tem em produzir efeitos letais ou subletais em sistemas bioldgicos a nivel celular, devendo
ser realizado com base na norma 1SO 10993-5: 20009.

Para a realizagdo do ensaio, as amostras de membranas foram cortadas em dimensdes aproximadas de
5 x 5 mm. Todas as solucbes, vidros, pipetas, e demais materiais empregados na analise estavam
devidamente estéreis e todos os procedimentos foram executados sob condigdes assépticas e em ambiente
estéril de uma cdmara de fluxo laminar.

Para a obtencéo do calculo de incerteza foi empregada a seguinte sistematica: Teste de Grubbs para
deteccdo de outliers; exclusdo de outliers; calculo de incerteza combinada e determinacdo das incertezas
expandidas pelo produto entre as incertezas combinadas e um fator de abrangéncia (k=2).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As membranas obtidas foram denominadas de MQ (Membrana de quitosana pura), MQ5 (Membrana de
quitosana com extrato vegetal a 5%) e MQ20 (Membrana de quitosana com extrato vegetal a 20%).

As membranas confeccionadas apresentaram aspecto liso, homogéneo e plano. Além disso, verificou-
se que as membranas de quitosana pura apresentaram-se de cor clara e homogéneas, confirmando os resulta-
dos obtidos por ROSENDO [11] e HOLANDA [15].

Somando-se a isso, as membranas com 5% de extrato vegetal apresentaram coloracdo esverdeada, e as
membranas com 20% de extrato vegetal se apresentaram com uma coloracéo verde de tonalidade mais escura
gue as MQ5, demonstrando que, a medida que a concentracdo do extrato de Cissus verticillata (L.) Nicolson
& C.E. Jarvis foi incorporado, a coloracdo das membranas tornou-se mais esverdeada (Figura 8), corroboran-
do com ROSENDO [11].

Figura 8: Aspecto macroscopico das membranas, observando-se as diferencas de coloragéo, a medida que a droga vege-
tal foi acrescentada.

3.1 Resultados da Microscopia Otica (MO)

Na microscopia 6tica das MQ (Figura 9), percebe-se uma superficie lisa, regular e sem a presenga visivel de
poros.

Figura 9: Microscopia 6tica das MQ na magnificagdo de 80x, evidenciando a ndo presenca de poros visiveis.
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Na Figura 10, constata-se a superficie das MQ5 e MQ20, as quais apresentaram pontos esverdeados,
caracteristicos da incorporagdo do EAB.
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Figura 10: Microscopia 6tica das MQ5 (a) e MQ20 (b) na magnificacéo de 80x.

3.2 Resultados da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Na Figura 11, pode-se observar a MEV da MQ, com magnificagdo de 260x, 500x e 1000x, constatando-se na
mesma um aspecto liso, plano, sem poros visiveis, corroborando com os estudos de LEMOS e LEMOS [10].

Figura 11: Imagens de MEV das MQ, com magnificacdo de 260x (a), 500x (b) e 1000x (c) respectivamente.

Jana MEV da amostra da MQ5, pode-se observar que teve uma alteragcdo na morfologia das membra-
nas em relagdo a MQ, sendo bem visivel a presenca de irregularidades (Figura 12).

Figura 12: Imagens de MEV das membranas de quitosana com a incorporacdo do EAB a 5% (MQ5), com magnificacdo
de 260x, 500x e 1000x respectivamente.

Na analise de microscopia eletronica de varredura das membranas de quitosana com extrato alcdolico
bruto na concentracdo de 20% (MQZ20), observa-se maiores quantidades de aglomerados e irregularidades em
relagdo as MQ e MQ5 (Figura 13).
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Figura 13: Imagens de MEV das MQ20, com magnificacdo de 260x, 500x e 1000x, evidenciando a grande quantidade de
aglomerados e irregularidades.

Portanto, através da MEV, foram confirmados os resultados da Microscopia Otica e pode-se notar que
a medida que aumenta a concentragdo do extrato alcdolico bruto, aumenta a quantidade de irregularidades
das membranas de quitosana.

3.3 Resultados do Teste de Resisténcia a Tragdo

Os ensaios mecanicos de resisténcia a tracdo foram realizados com o objetivo de avaliar o médulo eléastico,
deformacéo e tensdo das membranas de quitosana com e sem extrato alcéolico bruto. Esse resultado é impor-
tante uma vez que demonstra o comportamento das membranas ao teste mecanico de resisténcia a tragao.

Os resultados obtidos foram feitos através de trés amostras de cada tipo de membrana de quitosana.
Nas amostras de MQ, a deformacéo a tracdo ocorreu com uma média de 6,9% com média de carga de 10,5 N
e com um esforco a tragdo em resisténcia de tragdo maxima de 27,9 MPa (Figura 14).

Ja as membranas com a adi¢do de 5% do EAB, possuem uma carga de tensdo maxima menor e uma
deformacdo maxima similar a MQ. A média de carga de tenséo foi 6,75 N, e com esforgo a tracdo maxima de
17,115 MPa.

Todavia, as membranas com adi¢éo de 20% de extrato alcéolico bruto obtiveram uma média de carga
de tracdo maior que MQ e MQ5, com 13,5 N e com um esforco a tragdo em resisténcia de tracdo maxima de
33,964 MPa.
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Figura 14: Esforco (MPa) e a Extensdo (mm) maximas das amostras de MQ, MQ5 e MQ20.

Além disso, analisando a tensdo e deformacdo das amostras das membranas de quitosana com e sem a
adicdo de EAB (Tabela 1), pode-se observar que a MQ apresentou uma maior tensdo e uma maior deforma-
¢do maxima em relacdo a MQ5 e MQ20, porém o mddulo de elasticidade foi maior em MQ20.

Tabela 1: Modulo de elasticidade, deformacdo maxima e tensdo das médias das amostras das membranas de quitosana
com e sem extrato alcodlico bruto.
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'\E/'? ADSUTIIS SEDE D;FORMAQAO TENSAO (M PA)~ /
(MPAIMM) MAXIMA (%) DESVIO PADRAO
MQ 8,594 6,943 20,884 + 8,61949
MQ5 4,984 6,750 11,769 £5,03570
MQ20 10,351 5,442 19,698 + 5,98684

Pode-se concluir que a membrana de quitosana pura (MQ) possui uma maior resisténcia a tracéo lon-

gitudinal em relacdo as membranas com extrato vegetal.

3.4 Resultados do Ensaio de Citotoxicidade
Para as membranas serem usadas em sistemas bioldgicos, as mesmas devem ser, por seguranca, nao téxicas e
biocompativeis. Os resultados do ensaio de citotoxicidade das MQ, MQ5 e MQ20 estdo expressos na Tabela

2.

Tabela 2: Resultado em percentagem (%) da viabilidade das MQ, MQ5 e MQ20 em sistemas bioldgicos a nivel celular.

% VIAB. + U (VIAB.)

MQ 80+7
MQ5 7746
MQ20 76 £5

Fazendo a comparagdo do percentual de citotoxicidade das membranas com o valor minimo deter-

minado por BISPO [16], que é de 50%, e pela norma ISO 10993-5: 2009 que é de 70%, subtraindo-se a in-
certeza, pode-se concluir que todas as membranas (MQ, MQ5 e MQ20) apresentaram-se vidveis para 0 uso
em sistemas bioldgicos, uma vez que o percentual de viabilidade foi superior a 70%. Esse resultado é impor-
tante uma vez que se pretende aplicar esse biomaterial como sistema de liberagdo de farmacos em pe-
le/mucosa, com finalidade cicatrizante.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que foi possivel desenvolver membranas de quitosana com diferentes concentragdes de Ex-
trato Alcodlico Bruto na perspectiva da confeccéo de um sistema de liberagdo de farmacos com finalida-
de cicatrizante.

Foi observado através da MO e MEV que as amostras apresentaram maior quantidade de irregularidades
a medida que a droga vegetal foi incorporada.

O grupo MQ apresentou uma maior resisténcia a tensdo em relagdo aos demais grupos.

Através do ensaio de citotoxicidade evidenciou-se que todas as membranas s&o capazes de interagir com
0s sistemas bioldgicos.
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