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RESUMO XVvii

RESUMO

A pele é o 6rgdo de revestimento corporal que exerce o papel de fronteira, entre o
organismo e o ambiente, funciona, portanto, como interface organismo/ambiente. Esse
papel exige do 6rgdo funcdes de transicdo muito complexas e especificas, e esta sujeito
aos mais variados tipos de solicitacGes e lesbes provocadas por agentes de origens
diversas, tais como, origens fisicas, mecanicas, quimicas, eletromagnéticas, entre outras,
além das indmeras combinacdes entre elas. Entretanto apresenta uma enorme
capacidade de auto-reparacdo. Essas caracteristicas da pele tém suscitado inUmeras
pesquisas no sentido de desvendar os fendmenos que ocorrem neste tecido além de

procurar materiais que facilitem e acelerem o processo de auto-reparo.

A demanda crescente por materiais sintéticos para reparacdo tecidual também é
resultante das fontes limitadas de materiais de enxerto autégeno e do risco aumentado
para a saude, associado ao uso de enxertos alégenos. Diante do exposto, este estudo foi
realizado com o escopo de preparar e caracterizar do ponto de vista fisico, quimico,
mecanico, de degradacdo in vitro e quanto a viabilidade celular in vitro, um biomaterial
hibrido a base de polimeros de origens natural e sintética, quitosana/poli(alcool vinilico-
co-acetato de vinila), reticulados quimicamente com glutaraldeido, e construir uma

matriz tridimensional para ser usada como substituto degradavel de tecido epitelial.

O sistema investigado apresentou resultados promissores quanto a aplicacdo in vivo,
pois as caracteristicas mecanicas, de degradacdo in vitro e viabilidade celular foram
compativeis com as caracteristicas do tecido epitelial. Os materiais apresentaram
tenacidade variando de 1,4 a 34MJ/m?, grau de intumescimento de 150% a 700% em
24h, indice de degradacdo entre 20% e 75% em 24h e viabilidade celular in vitro acima

de 60%, se comparada com o controle celular .



ABSTRACT

ABSTRACT

The skin is the organ of corporal covering that exercises the function of body boundary,
between the body and the environment, therefore have functions as interface
body/environment. That role requires both specific and much complex transition
functions of the organ, and is subject to various kinds of demands and wounds
provoked by agents from different sources, such as, electromagnetic, chemical,
mechanical, physical, etc. and the countless combinations between them. However the
skin presents a capacity of considerable self-repairing. Those characteristics of the skin
have prompted countless researches in order to reveal the phenomena that occur in this
tissue and to find materials that facilitate and accelerate the self-repairing process.

The increasing demand for synthetic materials to be used in tissue repair also results
from the limited sources of autogenous graft biomaterials and from the increased risk
for the health, associated to alogenous grafts. This work was carried out aiming at the
preparation and characterization, from the mechanical, chemical and physical
standpoint, the degradation in vitro and the cellular viability in vitro of hybrid
biomaterial based on polymers from both synthetic and natural sources,
chitosan/poly(vinyl  alcohol-co-vinyl  acetate), chemically crosslinked  with
glutaraldehyde, and to build a three-dimensional matrix to be used as a degradable

epithelial tissue substitute.

The investigated system provided encouraging results regarding its application in vivo.
The mechanical properties, swelling behavior, degradation rate in vitro and cellular
viability were compatible with the characteristic of an epithelial tissue. The material
presented a toughness range from 1.4 to 34MJ/m?, swelling from 150% to 700% in 24h,
degradation rate range of 20% and 75% in 24h and cellular viability in vitro above 60%
compared to the cellular control.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

As propriedades de crescimento de tecido sdo controladas tanto pelas caracteristicas do
tecido quanto do material do substrato suporte para seu desenvolvimento. A interacdo
entre as duas substancias conduz a propriedades fisico-quimicas e cinéticas especificas;
que podem ser decisivas para sua aplicacao pratica, sendo assim, um biomaterial suporte
criteriosamente escolhido pode aumentar significativamente o desempenho operacional
de tal sistema. Embora seja reconhecido que ndo ha um biomaterial universal para todas
as aplicacfes, um numero de caracteristicas desejaveis deve ser comum a qualquer
material considerado para tal fim. Entre as principais caracteristicas incluem-se: alta
afinidade a proteinas, leveza, auséncia de odor, permeabilidade ao vapor d’agua e ao
oxigénio, disponibilidade de grupos funcionais reativos para reagdes diretas com tecido
vivo e para modificagbes quimicas, hidrofilia, estabilidade mecénica e rigidez,
capacidade de regeneracdo, e facilidade de preparacdo em configuracdes de geometria
diferente de modo a auxiliar a permeabilidade com o sistema além de area superficial

conveniente para a biotransformagéo escolhida.

Dos muitos biomateriais que foram considerados e estudados como substrato-suporte
para desenvolvimento de tecido, a quitina natural ou sintética, e a quitosana sdo
interessantes, pois oferecem a maioria das caracteristicas acima relacionadas (KOIDE,
1998; LEE, 1992; CHEN, 1996; KOBYASHI, 1996; LEE,1996; KURITA, 1998;
MINOURA, 1998; BEPPU, 1999; OHYA, 1999; NOUSIAINEM, 2000; KUMAR,
2000; KOYANO, 2000; CHO, 2000; SUH, 2000; KUMAR, 2004; RINAUDO, 2006 )

A quitina que é um polissacarideo natural e um dos recursos organicos renovaveis mais
abundantes do mundo. Um dos principais constituintes das conchas de crustaceos, dos
exoesqueletos de insetos e da parede celular de fungos onde fornece resisténcia e

estabilidade, e estima-se que pelo menos 10Gt por ano de quitina sdo sintetizadas e
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degradadas na biosfera (KUMAR, 2004; KRAJEWKA, 2004; WANG, 2004;
RINAUDO, 2006).

A quitosana obtida a partir da desacetilagdo alcalina da quitina, apresenta solubilidade
tanto em solugdes acidas quanto a agregacdao com polianions que atribuem propriedades
excelentes a mesma. Junto com propriedades bioldgicas raras que incluem
biocompatibilidade, biodegradabilidade em produtos inofensivos, ndo toxicos,
fisiologicamente inertes, afinidade notavel com proteinas, e propriedades hemostatica,
fungistatica, antitumoral, anticolesterol. A quitina e a quitosana até agora,
indubitavelmente, oferecem um potencial extraordinario numa larga faixa de aplicacfes
que tendem a crescer rapidamente uma vez que 0s materiais quitinosos padronizados
tornam-se disponiveis (MUZZARELLI, 1997; KUMAR, et al.,2004; BERGER, et al.,
2004; RINAUDO, 2006). A quitosana se degrada pela hidrolise enzimatica e apresenta
cinética de degradacdo aparentemente relacionada ao grau de cristalinidade que é
controlado principalmente pelo grau de desacetilagdo (GD) (MUZZARELLI, 1997;
SUH, 2000), entretanto sua resisténcia mecanica e sua maleabilidade s@o limitadas
principalmente para aplicacdo como filmes em bandagens, por exemplo, e por isso a
mistura da mesma com outros polimeros € um procedimento utilizado para alterar ou
obter as propriedades de interesse. Com o0 objetivo de melhorar as propriedades
mecanicas e variar a taxa de degradacdo deste polissacarideo utiliza-se a mistura da
mesma com outros hidrogéis poliméricos sintéticos tais como o poli(alcool vinilico)
(PVA), bem como, com reticulantes; que permitem a formacdo de ligacdes cruzadas

para obtencéo de redes.

O hidrogel de PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia quando na forma
de membrana, além de apresentar excelente resisténcia quimica e também ser
biocompativel e biodegradavel (CHIELLINI, 2003; MANSUR, 2005; LIN, 2006). Um
estudo promovido pelo European Food Safety Authority (EFSA) em 2005 indicou que o
PVA com massa molar de até 30kg/mol ndo apresentou evidéncia de toxicidade nem em
90 dias nem em 2 geracdes de estudos com altos niveis de dosagem administradas
(5,000mg/kg dia). O PVA nao é mutagénico nem genotdxico nem apresentou atividade

carcinogénica.
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A pele é formada por um revestimento de camadas de células sobrepostas, sendo que as
células superficiais sdo achatadas e compdem uma camada cArnea rica em queratina. A
pele, com o sistema tegumentéario, forma a cobertura externa do corpo e como um dos
maiores 6rgdos do corpo atinge aproximadamente 16% do peso corporal. As células
empilhadas ndo sdo todas iguais: a camada mais superficial é o estrato ou camada
cornea. Mais abaixo encontram se as camadas: granulosa, espinhosa e basal. As células
nascem na camada basal e vao empurrando as células mais externas, de forma que a
divisdo entre as camadas mencionadas acima ndo € nitida, mas um processo continuo
(JUNQUEIRA, 2004; RAMOS, 2004; WULF, 2004; XU, 2008).

O desenvolvimento de novos materiais e aprimoramento dos j& existentes para a
regeneracdo de pele constitui grande area de pesquisa em biomateriais. Anualmente,
varias centenas de pessoas necessitam de enxertos devido a feridas dérmicas. O trauma
a pele pode ser causado pelo calor, por agentes quimicos, energia elétrica, ultravioleta e
nuclear, resultando em varios graus de dano a mesma. Doencas como diabetes e Ulceras
de pressdo também provocam sérias lesdes. As lesdes menos traumaticas que atingem
apenas o epitélio, camada externa da pele, sdo regeneradas prontamente e ndo
necessitam de enxerto o que ndo acontece com as lesdes mais profundas que atingem a
derme. Segundo o Ministério da Salde estima-se que em 2001 aconteceram 1.000.000
de acidentes por queimadura, sendo 150.000 (15%) causados por alcool liquido e
45.000 (30%) atingiram criancas de até 12 anos (BRASIL, 2005). De acordo com o
“National Institute of General Medical Sciences”, 1,25 milhdes de lesdes relacionadas a
gueimaduras, exigem atendimento médico anualmente s6 nos Estados Unidos. Destes
pacientes, 50.000 exigem hospitalizagéo e 25.000 s&o atendidos em unidades especiais
de queimados. Infec¢cdes provocam a morte de aproximadamente 10.000. Felizmente,
avancos no cuidado de feridas, tais como enxertos, tém aumentado a taxa de
sobreviventes de vitimas de queimaduras e especialmente melhorado as chances de
sobrevivéncia de pessoas com mais de 50% da cobertura corporal queimada (SEAL,
2001).
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As caracteristicas, anteriormente relacionadas, da quitina, quitosana, da pele e do PVA
sdo as que nortearam e justificaram o interesse desse trabalho que é o estudo de um
sistema hidrogel a base de quitosana/PVA, quimicamente reticulado por glutaraldeido,
que possibilite o desenvolvimento de tecido epitelial artificial, e onde se possa modular
a taxa de degradacdo do mesmo de maneira inversamente proporcional a taxa de
regeneracdo tecidual a partir de modificacdes quimicas incorporadas no material do
substrato suporte. No caso de tratamento de lesdes cutaneas, queimaduras, por exemplo,
que normalmente exigem um numero elevado de intervengdes tal material reduziria esse
numero e a possibilidade de complicagdes diversas, além de reduzir custos hospitalares

e internacdes.

O caréter inovador ressaltado desse trabalho consiste na avaliacdo da modulagdo do
comportamento de intumescimento e degradacgéo in vitro, das propriedades mecanicas,
da citotoxicidade e viabilidade celular in vitro de varias formulacGes de blendas de
quitosana com o poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) — (PVA), bem como, a
utilizacdo de L-arginina para o blogueio dos grupos aldeido ndo reagidos do agente
reticulante, com o objetivo de aumentar a viabilidade celular do material obtido e

potencializar sua utilizacdo como biomaterial.
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CAPITULO 2

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento (obtencéo e caracterizacdo) de uma
estrutura polimérica hibrida, polimero de origem natural/polimero de origem sintética, a
base de quitosana e poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) — (PVA), quimicamente
reticulada, para utilizacdo potencial como biomaterial em engenharia de tecido,
especificamente como tecido epitelial artificial. Este estudo é baseado na caracterizacdo
das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas obtidas, através de técnicas analiticas e
espectroscépicas, bem como, através da avaliagdo em relacdo a citotoxicidade,

viabilidade celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Além do objetivo principal o trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

1 — Caracterizar os polimeros utilizados como matérias primas dos precursores através
de técnicas de espectroscopia e titulagdo potenciometrica visando identificar as

propriedades dos mesmaos.

2 — Promover, em diversas extensdes, a reticulacdo quimica da quitosana, do PVA e da
blenda Quitosana - PVA para potencializar propriedades bioativas, biocompativeis

e biodegradaveis;

3 — Caracterizar os materiais obtidos através das técnicas de espectroscopia de
infravermelho (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV), difratometria de
raios-X (DRX), bem como, avaliar as propriedades mecanicas dos filmes e tenséo

superficial entre o substrato e agua.

o
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4 - Avaliar a citotoxidade in vitro dos materiais obtidos verificando o potencial de
degeneracdo ou morte celular utilizado ensaio colorimétrico de reducao do brometo
de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e a producdo de NO por
macrdfagos murinos.

5 — Avaliar a grau de intumescimento e o indice de degradacdo através de ensaios de
absorcéo de fluido e perda de massa in vitro do substrato suporte em fluido corporal
simulado (SBF).
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CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESTADO DA ARTE

3.1.1 ENGENHARIA DE TECIDOS, BIOMATERIAL E BIODEGRADACAO

A evolugdo das intervengdes no organismo vivo passou por diversas linhas de
pensamento até atingir os atuais procedimentos que ainda tém inimeras limitagdes do
ponto de vista pratico em relacdo ao ideal conceitual. Imaginam-se intervengdes
indolores, com capacidade de reconstru¢do acelerada de tecidos, restabelecendo
caracteristicas geométricas, estéticas e, de fungdes fisicas, quimicas e bioldgicas, para

todos os tipos de tecidos existentes desde os mais simples aos mais complexos.

Williams (2006) evidencia o paradigma central da engenharia de tecido que consiste em
persuadir as células a produzir novo tecido sob circunstancias nas quais elas
normalmente ndo o fariam; fazer isso ndo € um processo trivial. Mais ainda, ¢ de
extrema importancia que durante esse processo seja gerado o tipo correto de tecido; que
os sinais dados as células possam ser desligados quando o processo estiver completo; e
que o tecido resultante seja totalmente funcional, ou seja, o processo de engenharia
inicia-se com a fonte de células relevantes e termina com a total incorporagao funcional
do tecido gerado dentro do sitio hospedeiro. Neste sentido ele sugere que a Engenharia
de Tecido ¢ a criagdo de novo tecido objetivando a reconstrugao terapéutica do corpo
humano, por deliberada e controlada estimulacdo de células alvo através de uma

combinagdo sistematica de sinais moleculares e mecanicos.

Esse ramo do conhecimento tem se desenvolvido devido a crescente demanda por
orgdos e tecidos em funcdo de acidentes e/ou tratamentos de enfermidades diversas
(DRURY, 2003). Em vista disso, biomateriais para engenharia de tecido ou liberagao
controlada de drogas tiveram iniumeros avangos nos ultimos anos pois os pesquisadores

continuam a desenvolver e modificar principalmente materiais poliméricos para atender
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a demanda gerada por estas aplicagdes biomédicas. Neste sentido, muitos tipos de
polimeros naturais e sintéticos tém sido sintetizados e empregados como veiculos de
liberagdo controlada de drogas e/ou estruturas matrizes, papel que exige precisa e
controlavel propriedade do polimero para o sucesso dessas utilizagoes (DAVIS et al.,
2002; WANG, 2004; HOLLISTER, 2005; LAVIK et al., 2005). Semelhantemente,
biopolimeros degraddveis tém recebido atengdo particular pois reduzem a necessidade
de intervencdo cirdrgica para sua remog¢do. Resultados recentes demonstram que uma
cisdo apropriada do biomaterial sintético pode melhorar a cura e aumentar a funcao do
tecido ou uma liberagdo altamente controlada de biomoléculas de grande peso
molecular comparada aos construidos de hidrogéis ndo degradaveis (DAVIS et al.,

2002; DRURY et al., 2003; KIM et al., 1998).

Além da degradacdo, ¢ uma parte importante do projeto de biopolimeros a capacidade
de trabalhar propriedades fisicas de hidrogéis poliméricos degradaveis, propriedades tais
como teor de fluido, permeabilidade a fluidos e resisténcia mecanica que influenciam a
liberacdo controlada de farmacos, bem como, a fungdo e crescimento celular,
parametros criticos para aplicagdes como engenharia de tecido e liberacao de farmacos

(BURDICK et al., 2005; BUTLER et al., 2000; COWIN, 2000; LAVIK et al., 2005).

Numa expansdo continua da biblioteca de polimeros naturais e sintéticos disponiveis
para aplicacdes biomédicas, blendas de copolimeros em bloco de Quitosana (QUI) e
poli(acetato de vinila)-co-poli( alcool vinilico) (PVA) tém emergido como um dos mais
promissores materiais biodegradaveis devido as suas propriedades fisicas e quimicas
altamente controlaveis (ARVANITOYANNIS et al., 1997; COSTA JR. et al, 2007a,b;
MANSUR et al., 2004; MANSUR et al, 2008; MUZZARELLI et al, 2002; PEPPAS et
al, 1997).

Diante dessas perspectivas, os biomateriais sdo materiais usados em dispositivos
médicos, sobretudo naqueles que sdo temporaria ou permanentemente implantados no
corpo humano. Segundo a Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento de
Consenso em Saude em 1982; sdo qualquer substincia (outra que ndo droga), ou

combinag¢do de substincias sintéticas ou naturais em origem, que possam ser usadas por



CAPITULO 3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um sistema que trate,

aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou fun¢ao do corpo humano.

Um biomaterial ¢ um material ndo vivo usado em aparelhos médicos que foi planejado
para interagir com sistemas bioldgicos (WILLIAMS, 1990). O grande desafio ¢
perceber que devido a diversidade de aplicagdes os biomateriais envolvem a ciéncia de
maneira interdisciplinar em fun¢do das diversas formas de interacdo com o organismo,

as caracteristicas de obtencao e processamento, bem como, o processo de esterilizagdo.

J& os materiais biodegradaveis sdo aqueles que podem ser degradados pela agdo de
microorganismos, tais como bactérias, fungos ou algas. Sdo capazes de ativar defesas
locais no organismo para impedir a infeccdo e acelerar o reparo de lesdes, bem como,
apresentam compostos que sao absorvidos e metabolizados pelo organismo em
compostos simples e inofensivos; sendo altamente desejaveis em condicdes de
aplicacdao biomédicas (MEI, 2006; KUMAR et al., 2004; SEAL et al. 2001; ROSA et
al., 2001; LEMONS, 1996). Dai a biodegradacao consiste entdo na quebra de ligagdes
quimicas dos materiais pela acdo de organismos vivos que conduz a mudangas nas
propriedades fisicas do mesmo o que implica na exigéncia de um processo bioldgico

especifico para a ocorréncia de tais mudancas (COURY, 1996; RATNER,1996)

3.2 QUITINA/QUITOSANA

3.21 ASPECTOS GERAIS

A quitina e a quitosana (QUI) sdo poliaminosacarideos de origem natural, sendo a
quitina um dos recursos organicos renovaveis mais abundantes do mundo. Ela ¢ um dos
principais constituintes das conchas de crustaceos, dos exoesqueletos de insetos e da

parede celular de fungos onde fornece resisténcia e estabilidade (KRAJEWSKA, 2004).

A quitina se apresenta em duas versdes alomorficas chamadas de forma o e forma B que
podem ser diferenciadas por espectroscopia de infravermelho e Ressonancia Magnética

Nuclear juntamente com difracdo de Raios-X. A terceira forma y-quitina também ja foi
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descrita mas com uma analise detalhada percebe-se que ela ¢ apenas uma variacdo da

familia a-quitina (RINAUDO, 2006).

NHCOCH,

(b)

FIGURA 3.1 - Estrutura da celulose, quitina e quitosana, (a), (b) e (c) respectivamente
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Quimicamente, a quitina ¢ semelhante a celulose (FIG.3.1a) substituindo-se os grupos
OH do carbono 2 de cada unidade glicosidica da celulose por grupos acetilados
(NHCOCH3). Logo a quitina ¢ um polissacarideo contendo cadeias de residuos B-(1-4)-
2-acetamida-2-deoxi-D-glicose formando uma longa cadeia polimérica linear
(FIG.3.1b). E um p6 incolor, apresentando estrutura parte cristalina e parte amorfa,
insolivel na maioria dos solventes. Ela se dissolve em 4cidos minerais concentrados
com degradacdo simultanea da cadeia polimérica (DALLAN, 2005; SANTOS, 2004;
RODAS,2004).

A quitosana (FIG.3.1c), € o principal derivado da quitina, e ¢ obtida por N-desacetilagdo

em uma extensdo variavel que ¢é caracterizada pelo grau médio de desacetilagdo (G_D),
que representa a porcentagem de grupos NH; livres, sendo geralmente representado
como um copolimero de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicose. Quando o grau de desacetilagdo (GD) da quitina alcanca em torno de 50%
(dependendo da origem do polimero) ele se torna soluvel em meio aquoso acido e é
chamado quitosana. A solubilizagdo ocorre pela protonagdo da funcdo —NH, sobre o
cartbono 2 da unidade de repeticdo D-glicosamina, portanto, o polissacarideo ¢
convertido em um polieletrélito em meio acido (RINAUDO, 2006). Entretanto, a
solubilidade depende de varios parametros, tais como GD, massa molar, concentragdo

do 4cido e do biopolimero e da forga idnica (SANTOS, 2004).

Comercialmente, a quitina e quitosana sdo obtidas num custo relativamente baixo a
partir de conchas de molusco (principalmente caranguejos, camardes, lagostas e krills),
rejeitos dos mariscos processados pela industria. Basicamente, o processo consiste de
desmineralizacdo das cascas e ou esqueletos que sdo secos € moidos; o pod ¢ tratado com
solugdo de HCI 0,5 mol/L e, posteriormente, a desproteinacdo do material é executada
com uma solu¢do diluida de NaOH 1% sob agitagdo por 24h a 65°C. Para resultar em
quitosana (GD de 70 — 90%), a quitina obtida (GD 5 — 2%) ¢é submetida a N-
desacetila¢do pelo tratamento com uma solugdo de NaOH 50% a 100°C de 2 a 5 horas
sob atmosfera de nitrogénio e o residuo ¢ lavado para eliminacdo do excesso alcalino e

seco a 110°C por 24 h (SANTOS, 2004).

11
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3.2.2 PROPRIEDADES DA QUITINA E QUITOSANA

Em suas cadeias lineares de poliglicosamina de alto peso molecular, a quitosana possui
propriedades quimicas e bioldgicas distintas, pois tem grupos amino ¢ hidroxila reativos
capazes de serem submetidos a modificacdes quimicas. Adicionalmente, os grupos
amino tornam a quitosana um dos Unicos polieletrolitos catidnicos achados na natureza
(pK.~6,5), Esta condicdo confere propriedades singulares a quitosana. A quitosana ¢
soluvel em meios aquosos acidos de pH < 6,5 e quando dissolvida possui alta carga
positiva sobre os grupos —-NH;". Adere a superficies carregadas negativamente, agrega-
se com compostos polianidnicos, e quela ions de metal pesado. Tanto a solubilidade em
solugdes acidas quanto a agregagdo com polianions atribuem propriedades excelentes a
quitosana na forma de gel. Junto com propriedades bioldgicas raras que incluem
biocompatibilidade, biodegradabilidade em produtos inofensivos, ndo toxicos,
fisiologicamente inertes, afinidade notdvel a proteinas, e propriedades hemostatica,
fungistatica, antitumoral, anticolesterol, a quitina e a quitosana até agora,
indubitavelmente, oferecem um potencial extraordindrio numa larga faixa de aplicagdes
que tendem a crescer rapidamente uma vez que os materiais quitinosos padronizados
tornam-se disponiveis. De maneira importante, como biopolimeros e materiais
biodegradaveis a quitina/quitosana sdo seguros para os seres humanos e para o ambiente

natural (KUMAR et al., 2004; DALLAN, 2005; DENG, 2007).

3.2.2.1 CRISTALINIDADE DA QUITOSANA

No estado solido a quitosana € um polimero semicristalino. Sua morfologia foi
investigada e seu polimorfismo ¢ mencionado na literatura (CLARK, 1936; OGAWA,
1991; OGAWA, 1992; MAZEAU, 1994; OKUYAMA,1999; OGAWA,2004). Cristais
simples de quitosana foram obtidos de quitina totalmente desacetilada de baixo peso
molecular. A difragdo de raios-X indicou célula unitaria ortorrombica contendo duas
cadeias de quitosana antiparalelas sem molécula de dgua e também foi feita a descri¢ao
da influéncia das condi¢des experimentais sobre a cristalinidade (OGAWA, 1991;
OGAWA, 1992). CLARK também nao excluiu a possibilidade de uma estrutura

monoclinica com angulo de 88° entre o plano da base ¢ o eixo do prisma.

12
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3.2.2.2 SOLUBILIDADE DA QUITOSANA

As propriedades da solucdo de quitosana dependem ndo somente do grau médio de
desacetilacdo mas também da distribui¢do dos grupos acetil ao longo da cadeia principal
e da massa molar. A desacetilacdo, usualmente feita no estado sélido, fornece uma
estrutura irregular devido ao carater semicristalino do polimero inicial. O exame do
papel da protonacdo da quitosana na presenca de acidos sobre a solubilidade mostrou
que o grau de ionizagdo depende do pH e do pK do acido. A solubilizagdo em HCI da
quitosana com alto GD e grau de ionizagdo médio em torno de 0,5 corresponde a um pH

entre 4,5 ¢ 5 (RINAUDO, 2006).

A solubilidade da quitosana em solu¢do 1% ou 0,1mol/L de &cido acético demonstrou
que a quantidade de acido necessariamente depende da quantidade de quitosana a ser
dissolvida. A concentragdo de prétons necessaria ¢ no minimo igual a concentragdo de

unidades -NH; envolvidas (RINAUDO, 2006).

3.2.2.3 GRAU DE DESACETILACAO E MASSA MOLAR

A literatura apresenta grandes variagdes nas propriedades fisicas e bioldgicas dos filmes
e membranas de quitosana associadas as caracteristicas MW e GD que podem ser
atribuidas a diversas combinagdes além da relacio MW/GD, mas também a forma de
obtencdo do polimero, origem, modo de preparacdo dos filmes ou membranas,
temperatura e tempo de secagem e assim por diante. O que se observa ¢ que em valores
médios para GD (60% a 80%) e MW (150kmol/kg a 450kmol/kg) o comportamento da
quitosana apresenta melhor possibilidade de modula¢do das propriedades a partir da
mistura com outros polimeros e/ou com a reticulacao quimica (CHEN, 1996; DRAGET,
1996; XU, 1996; KURITA,1998; HSU, 2004; WENLING, 2005; GUPTA, 2006;
SANTOS, 2006; TRUNG, 2006; L1,2007; SIPOS, 2007, TAKAHASHI, 2007).

O grau de desacetilagdao da quitosana pode ser determinado por diversas técnicas como
analise elementar, titulacdo potenciométrica (TAN, 1998; TOLAIMATE, 2000;
TORRES, 2005), espectroscopia de ultravioleta (WU, 2008), FTIR (SHIGEMASA,
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1996, BRUGNEROTTO, 2001), A escolha da técnica depende do processo de

purificacdo, da solubilidade da amostra e da disponibilidade de equipamento.

Em fun¢do da rapidez e devido a capacidade da quitosana em formar solugdes viscosas
o método mais indicado para a determinagdo da massa molar média da quitosana ¢ a
viscosimetria, entretanto pode ser usado cromatografia de permeacdo em gel,

espectrometria de espalhamento de luz entre outros (SANTOS, 2004).

Com relagdo as propriedades mecanicas principais a literatura apresenta variagcoes de
600MPa a 2900MPa, 6MPa a 75MPa e 3% a 90%, respectivamente, para o Modulo de
elasticidade, a tensdo de tragdo e o alongamento percentual (RAO et al., 2007
TAKAHASHI, 2007; SANTOS, 2006; LIU et al., 2005; WENLING, 2005; BAHRAMI
et al. 2003; ARVANITOYANNIS, et al., 1997; CHEN et al., 1996). Para o grau de
intumescimento a literatura apresenta valores entre 500% para o PVA e 200% para a
quitosana (CLAPER et al.,, 2007, ZHANG et al., 2007; GRUPTA et al., 2006;
SANTOS, 2006; BERGER et al., 2004b; WANG et al., 2004;).

3.2.3 APLICACOES

O desenvolvimento do conhecimento e aprofundamento cientifico da quitina e suas
aplicagdes a partir do ultimo quarto do século seguiu os periodos dominados por topicos
especificos que podem aproximadamente ser relacionados a (DALLAN, 2005; KUMAR
et al., 2004):
1) avangos tecnologicos (rotacdo, corante, absor¢do de espécie soluveis, de
ingredientes funcionais em cosméticos);
i1) significdncia bioquimica (coagulacdo do sangue, restauragdo de lesdo,
regeneragdo Ossea, atividade de imunoadjuvante);
1ii) inibi¢do de biosintese (inseticidas);
1v) enzimologia da quitina (isolagdo e caracterizacdo das quitinases, de sua
biologia molecular, de biosintese, de hidrolises com atividade quitinoliptica
ndo especifica);
V) combinagdes de quitosana com os polimeros naturais e sintéticos (enxertos,

complexacao de polieletrolitos; misturas, revestimentos);
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vi) uso da quitosana como um suplemento dietético e de preservagdo de
alimentos  (produtos  dietéticos  anticolesterolémico, revestimentos

antimicrobial para graos e de frutas exdticas).

Hoje, a liberagdao controlada de farmaco e a engenharia de tecido parecem ser os
principais interesses para uma melhor compreensdo dos principios da quimica da quitina
e da quitosana, notadamente os de modificagcdes quimicas, de biodegradacao, de efeitos
em varios tecidos, de distribuicdo em varios orgdos do corpo, de mucoadesdo; de
associacao de quitosana com compostos inorganicos, ¢ de transformacgdes tecnologicas
avangadas (DHANIKULA, 2004; ADEKOGBE, 2005; HUANG, 2005; LI, 2005; LIU,
2005; TORRES, 2005; CHEN, 2006a,b; SHE, 2007; SUZUKI, 2008)

As consideragdes chaves que justificam este interesse sdo que a quitosana ¢
biocompativel, tém capacidade bactericida e ndo provoca reagdes adversas quando em
contato com células humanas. A quitosana pode ser degradada por enzimas amplamente
encontradas no corpo humano, e os oligdbmeros podem ativar macrofagos e estimular a
sintese de acido hialuronico. Além disso, fornecem blocos de constru¢ao para a
reconstrucdo de componentes da matriz extracelular. Por outro lado, a quitosana ¢
reconhecida por células tumorais, e conseqiientemente, pode trazer firmacos ao seu alvo
seletivamente. A quitosana ¢ uma substidncia segura para o organismo humano;
conseqiientemente, as aplicagdes meédicas e farmacéuticas podem facilmente ser
trabalhadas fora do corpo com esfor¢cos comuns de especialistas em varios campos do
saber (MUZZARELLI, 1996; CHO, 2000; CHOI, 2001; KUMAR et al., 2004;
SARASAM, 2008).

Como suporte de imobilizagdo de enzima sdo usados materiais a base de quitina e
quitosana na forma de pos, flocos e géis de diferentes configuragdes geométricas. Os
p6s de quitina/quitosana e flocos estdo disponiveis como produtos comerciais da Sigma-
Aldrich, Fluka, Polymar entre outros e quitosana em pastilha gel (quitopérolas) da Fuji
Spinning Co. Ltd. (Téquio, Japao). A preparagao de géis de quitosana ¢ facilitada pelo
fato de que a quitosana dissolve prontamente em solucdes diluidas na maioria dos

acidos organicos, incluindo formico, acético, tartarico e acidos citricos, para formar
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solucdes viscosas que se precipitam com o aumento do pH e pela formacgdo de
complexos ionotropicos insoluveis em dgua com polieletrolitos anidnicos. Deste modo,
podem ser fabricados géis de quitosana na forma de contas, membranas, camadas,
capsulas, fibras, fibras ocas e esponjas. Geralmente, diferentes formas de acompanhar
os tratamentos e modificagdes sdo aplicadas para melhorar a estabilidade e durabilidade
do gel. Os métodos de preparagdo de gel de quitosana descritos na literatura podem ser
divididos de forma ampla em quatro grupos: método de evaporacao do solvente, método
de neutralizagdo, método de ligacdo cruzada e método de gelificagdo ionotrdpica

(KRAJEWSKA, 2004).

A presente revisdo objetiva o aprofundamento interdisciplinar do conhecimento
cientifico necessario para demonstrar o potencial da quitosana no campo da engenharia

de tecido e veiculo de liberagao controlada de farmaco.

Dentre as diversas possibilidades, a quitosana se apresenta na forma de microesfera,
fibra, matriz porosa, membrana densa e porosa, ¢ filme que ¢ fungdo do interesse da
aplicacdo. Dentre as diversas aplicagdes destacamos a seguintes: liberagdao controlada de
farmacos (LIU et al., 1997, DHANIKULA et al., 2004; SMITH et al., 2004; CHAE et
al., 2005; TA et al.,, 2008), engenharia de tecido d6sseo (FAKHRY et al., 2004;
SHIROSAKI et al., 2005; KONG et al., 2006; SHIROSAKI et al., 2008), engenharia de
tecido nervoso (MINGYU et al, 2004), engenharia de tecido epitelial
(CARRENO _GOMEZ et al., 1997; CHATELET et al., 2001; FAKHRY et al., 2004;
LIU, et al., 2005; SILVA et al., 2005; NEAMNARK et al., 2008), bandagem para lesao
(AZAD et al., 2004), conjugado para anticoagulagdo (LIU et al., 2004).

Ainda podemos ressaltar os resultados como o trabalho de CARDENAS et al. (2005)
que prepararam e aplicaram filmes de quitosana, obtidas de camardo, com grau de
desacetilacdo entre 80 e 100% em pacientes com feridas de queimadura e ulceras e

obtiveram recobrimento entre 7 ¢ 10 dias.
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IWASAKI e colaboradores.(2004) estudaram um biomaterial hibrido a base de
quitosana e alginato como suporte para a adesdo de condrocitos de coelho que

apresentou resultados melhores em comparagdo com as fibras de alginato apenas.

YAMANE et al.(2005) obtiveram fibras poliméricas hibridas a base de quitosana e
acido hialurénico que apresentaram desenvolvimento de coldgeno tipo I e II, como
biomaterial ideal para criar substrato suporte 3D com o objetivo de aplicar em grandes
lesdes de cartilagem e numa variedade de doencas como osteoartrites e artrites

reumaticas.

RODAS (2004) estudou a mistura de polimeros sintéticos poli(dlcool vinilico) e
poli(vinilpirrolidona)) com a quitosana para a obtengdo de compostos demo-
epidérmicos reticulados por radiagdo gama ou glutaraldeido. A por¢do epidérmica
formada por queratinécitos cultivados in vitro que melhor interagiram com as células
foram aquelas preparadas com quitosana e reticuladas com GA, porém nao satisfizeram

as caracteristicas mecanicas de manipulagao.

DALLAN (2005) analisou a influéncia da concentracdo da solu¢do de partida de
quitosana nas caracteristicas fisicas, mecanicas e biologicas de membranas densas, bem
como, do efeito da substituicdo de parte da quitosana por quitina e/ou glicerol visando a
redu¢do de custo dos biomateriais sem, entretanto, prejudicar suas caracteristicas.
Paralelamente, avaliou também a influéncia dos métodos de esterilizagdo nas
propriedades dos materiais obtidos e constatou que dos métodos avaliados o 6xido de
etileno foi aquele que apresentou os resultados mais promissores em termos de
manuten¢do das caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas das membranas densas a

base de quitosana.

3.24 MODIFICACOES QUIMICAS DA QUITOSANA

Devido a modificagdes quimicas a quitosana apresenta inimeros derivados relatados na
literatura, entretanto este polimero ainda oferece potencial para variadas opg¢des de
modificacdes e melhoria de propriedades para as mais diversas aplicacdes. Podem ser

observadas algumas das varias possibilidades de modificagcdes quimicas da quitosana
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(FIG.3.2), devido a grande quantidade de grupos amino reativos em sua cadeia,
principalmente N-acilagdo e reacdo de Schiff. A reatividade dos grupos pendentes
ligados a carbonos do anel obedece a ordem decrescente C, > Cg > Cs, referentes,
respectivamente, ao grupo amino da quitosana, ao grupo hidroxila primario, de carater
mais instavel e ao grupo hidroxila secundario, que requer um agente desprotonante para

ficar pré-disponivel a reagdao (LIMA, 2005)

De acordo com a IUPAC, as bases de Schiff ou iminas, sio compostos organicos que
apresentam pelo menos um grupo R,C=NR* onde R*#H, R=H ou aril e sdo formadas a

partir da condensa¢do de uma amina primaria com um grupo carbonila.

Um esquema genérico para a obtencdo de bases de Schiff ¢ apresentado em (3.1). As
condigdes experimentais que determinam a posi¢ao de equilibrio dependem da natureza
da amina e, principalmente, do composto carbonilado. A reacdo € reversivel e prossegue
com a formacao do intermediario carbinolamina, com conseqiiente remog¢ao de dgua, de

acordo com a reagao:

R
-H,0 R
—O0 4 R*~NH, &—= — N—R*
H H (3.1)

onde R e R sdo alquil e/ou aril (SANTOS,2004).
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FIGURA 3.2- Derivados de quitosana (adaptado de SANTOS, 2004)

3.3 POLI(ALCOOL VINILICO-CO-ACETATO DE VINILA) - PVA
3.3.1 ASPECTOS GERAIS

O PVA ¢ um co-polimero produzido pela polimerizacao do acetato de vinila seguida de
rea¢do de hidrdlise do poli(acetato de vinila) em poli(alcool vinilico-co-acetato de
vinila). A relacdo entre o percentual de hidroxilas no copolimero final, apds a reacdo de
hidrolise, e o nimero total inicial de grupos acetila representa o grau de hidrolise (GH)
do PVA. Esse parametro ¢ importante na caracterizacdo das propriedades deste

polimero. Um aumento do GH implica em redu¢ao da solubilidade na 4gua, associada a
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estabilizacdo energética promovida pelas ligagdes de hidrogénio intra e intercadeias
poliméricas, e no aumento da adesdo em superficies hidrofilicas, da viscosidade e da
resisténcia a tragdo (MANSUR, 2007a,b). O hidrogel de PVA possui excelente
transparéncia, consisténcia macia quando na forma de membrana, além de apresentar
excelente resisténcia quimica e ser biocompativel (LIN, 2006). A caracteristica de nao
toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade do PVA estd associada em grande
parte a massa molar menor que 30kDa (CHIELLINI, 2003; EFSA, 2005; MANSUR,
2005a,b; LIN,2006)

3.3.2 PROPRIEDADES

As duas caracteristicas importantes do PVA que determinam uma série de propriedades
do material obtido sdo o grau de hidrélise e a massa molar. A combinacdo dessas
caracteristicas influencia a solubilidade, a viscosidade, a resisténcia mecanica, o poder
de dispersdo, a adesao em superficies, a flexibilidade e assim por diante. A TAB.3.1
apresenta qualitativamente a influéncia dessas duas caracteristicas sobre as diversas

propriedades do PVA.

TABELA 3.1 - Influéncia da MW e GH do PV A sobre suas propriedades

Aumentando a MW do PVA

Aumentando o GH do PVA

Reduz a solubilidade

Reduz a solubilidade

Aumento da Resisténcia a dgua

Aumenta a resisténcia a agua

Aumento da resisténcia de aderéncia

Aumenta a adesio em

hidrofilicas

superficies

Aumento da viscosidade

Aumento da viscosidade

Aumento da Resisténcia a tracao

Aumenta a resisténcia a tragao

Aumento do poder de dispersdo

Reduz o poder de dispersao

Reduz a flexibilidade

Reduz a flexibilidade

N3do evidenciado

Aumenta a cristalinidade

(CELANESE CHEMICALS, 2008; MANSUR, 2007b)
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Para as propriedades mecanicas principais a literatura apresenta variagdes de 200MPa a
1000MPa, 1MPa a 64MPa e 30 a 400%, respectivamente, para o Modulo de
elasticidade, a tensdo de tracdo e o alongamento percentual (COSTA-JR., 2008a,c; JIA,
2007; MANSUR, 2007b; SAPALIDIS, 2007; TONG, 2007; VARSHNEY, 2007,
BAHARAMI, 2003; CHIELLINI, 2001).

3.3.3 APLICACOES

O PVA apresenta-se como cobertura para produtos farmacéuticos e produtos de dieta
com a fun¢do de manter a liberagdao de farmacos (RODWELL, 2003). Em cosméticos €
usado como adesivo, filme e agente de aumento de viscosidade. Na industria alimenticia
¢ usado como diluente de misturas para pintura em cascas de ovos. Nas aplicagdes
médicas aplica-se a rotas transdérmicas, preparacdao de geléias que secam rapidamente
em contato com a pele, cornea sintética, engenharia de tecido de cartilagem, hidrogel
mucoadesisvo para liberacdo de farmacos (KELLY, 2003; ANSETH, 2002; KIM, 2002;
RANDALL, 1998; PEPPAS, 1997; PEPPAS, 1996). Apresenta-se também na formas de
filme protetor de aparelhos, bolsas para lavanderia de hospitais, trapos, esponjas, folhas,
coberturas, bem como, produtos de higiene fisioldgicos. Aplicado na fabricacdo de
papeis, na industria téxtil como espessante e agente de cobertura. E usado como agente
espessante de tinta latex, fixador em cola branca e em misturas adesivas, selador, bem
como, componente de argamassas para fixacdo de pegas ceramicas (MANSUR, 2007b;

DEMERLIS, 2003).

3.4 HIDROGEIS

Hidrogéis podem ser definidos como redes poliméricas capazes de reter uma quantidade
significante de dgua dentro de sua estrutura sem se dissolver (WANG, 2004). Segundo
PEPPAS (1986), hidrogel ¢ uma rede macromolecular intumescida em agua ou fluidos
biologicos. Para MANSUR et al. (2004) hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais
hidrofilicas capazes de absorver e reter diferentes quantidades de agua ou fluidos

bioldgicos.
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Dentre varias propriedades, os hidrogéis apresentam relativamente alto teor de agua,
hidrofilicidade, expansibilidade, permeabilidade seletiva, consisténcia semelhante a
borracha macia e baixa tensdo interfacial que sdo as propriedades que os habilita na

substitui¢ao de delicados tecidos vivos (WANG, 2004).

Os hidrogéis de poli(alcool vinilico) (PVA) e poli(etilenoglicol) (PEG) tém sido
amplamente explorados como polimeros soliiveis em 4gua para numerosas aplicacdes
biomédicas e farmacéuticas devido as vantagens de nao toxidez, ndo carcinogenicidade
e propriedades de bioadesdo. Estes materiais com diferentes nanoestruturas reticuladas,
criam oportunidades unicas para biodegradabilidade controlada, portadores de drogas
sensiveis ao pH, e projeto de substrato suporte para engenharia de tecido (MANSUR et
al., 2004).

Tais materiais possuem alta permeabilidade para as moléculas de dgua e alguns gases
além de um comportamento viscoeldstico similar ao dos tecidos biologicos. Os
hidrogéis poliméricos formam uma classe de materiais com elevado potencial para a
substitui¢do de tecidos moles ou para outras aplicagdes biomédicas tais como o preparo
de sistemas de liberagdo controlada de farmacos, revestimento de proteses
cardiovasculares, membranas para aplicagdes em maquinas de hemodialise e purificagdo

de proteinas dentre outras (FALCAO, 2003).

Levando em conta a definicdo de que hidrogéis sdo redes macromoleculares
intumescidas em dgua ou fluidos biologicos, BERGER e colaboradores (2004a,b)
classificam os hidrogéis com base na natureza da rede polimérica em: redes
emaranhadas, redes formadas por interagdes fisicas e redes formadas por ligagdes
cruzadas covalentes; (FIG. 3.3). Entretanto essa classificacdo ndo ¢ totalmente adequada
para hidrogéis de quitosana, devido a impossibilidade de delinear fronteiras bem
definidas entre as estruturas, dai ele sugere uma classificagdo especial, isto ¢, hidrogéis
fisicos e hidrogéis quimicos. Hidrogéis fisicos formados por vérias ligagdes reversiveis
divididas em interagdes iOnicas como em hidrogéis reticulados ionicamente e
polieletrolitos complexos, ou interagdes secundarias como no caso de hidrogéis

complexados de quitosana/PVA; hidrogéis de quitosana enxertados e hidrogéis
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emaranhados. Hidrogéis quimicos formados por ligagdes irreversiveis sendo que essas

se reduzem apenas as ligagdes cruzadas covalentes (FIG. 3.4).

Re des emaranhadas

Reversiveis . .
Redes por interagdes fisicas

Hidrogéis
Irreversiveis{Re des por interagdes covalentes

FIGURA 3.3 Classificacao de hidrogéis quanto a natureza da ligagcao

. Al - lonicamente reticuladas
InteracGes ibnicas _ o
- Polieletrolitos complexados
- Hidrogel complexados
_ . |dotipo (QUI/PVA
InteracOes secundarias p @Q )
- Quitosana enxertada

- Hidrogéis emaranhados

Hidrogéis fisicos 1

Hidrogeis quimicos {Intera(;f)es covalentes { Quitosana reticulada

FIGURA 3.4 Classificagao de hidrogéis de quitosana

3.4.1 INTUMESCIMENTO DE HIDROGEIS

Uma parte importante do comportamento fisico do hidrogel ¢ sua absor¢ao de fluido,
pois desde a sua preparagdo ele deve ser mantido em contato com o fluido para que sua
estrutura de rede solvatada possa se deformar. Um dos possiveis processos de
intumescimento €: um polimero seco com rede hidrofilica ¢ colocado na 4gua. Entdo a
sua cadeia macromolecular interage com as moléculas do solvente devido a uma boa
compatibilidade termodindmica. Assim a rede expande para o estado solvatado. A teoria
de Flory-Huggins pode ser usada para calcular as grandezas termodinamicas envolvidas
nesse processo de mistura. A forga termodindmica de intumescimento ¢ contraposta pela
forca das ligacdes cruzadas da estrutura e o equilibrio ¢ atingido, para um solvente
particular a uma determinada temperatura, quando as duas forgas se igualam o grau de
intumescimento pode ser calculado como a razdo entre o volume atual e o volume no
estado seco (RATNER, 1996), ou também pode ser determinado a partir da quantidade
massa de fluido absorvida pelo polimero em ralacdo a sua massa inicial, isto ¢, a

diferenca do peso intumescido e o peso seco, dividida pelo peso seco (CHEN, 2004;
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CAMPOS, 2005; NETO, 2005; ZHANG, 2007). J& SPERLING (2001) considera o
coeficiente de intumescimento como a razdo entre a massa de fluido absorvida em
ralagdo a massa inicial multiplicada pelo volume especifico do fluido utilizado para

intumescer o polimero.

Fica claro que a propor¢do de ligacdes cruzadas ¢ um dos fatores mais importantes que
afetam o intumescimento dos hidrogéis. E definida como a razdo entre a quantidade de
matéria do agente reticulante e a quantidade de matéria das unidades de repeticdo do
polimero. Quanto maior a razdo de ligacdes cruzadas, maior quantidade de agente
reticulante ¢ incorporada a estrutura do hidrogel, tornando a estrutura mais rigida.
Conseqilientemente, o intumescimento serd menor, se comparado com 0 mesmo

hidrogel, quando este apresenta menor razao de ligagdes cruzadas (PEPPAS, 2000).

A estrutura quimica dos polimeros pode também afetar o grau de intumescimento dos
hidrogéis. Aqueles contendo grupos hidrofilicos absorvem fluido em maior quantidade
quando comparado com aqueles contendo grupos hidrofobicos, devido ao colapso
destes na presenga da dgua, minimizando a exposi¢do do mesmo a agua (PEPPAS,

2000).

A difusdao da agua através do hidrogel pode seguir uma cinética Fickiana ou nao-
Fickiana. Transporte Fickiano freqlientemente ocorre em polimeros como borracha onde
a cadeia polimérica possui mobilidade suficiente para penetragdo da agua. Este ¢ o caso
ideal no qual ndo hé interferéncia dos efeitos tais como rearranjo da cadeia polimérica.
Isto ¢ porque a taxa de difusdo da agua ¢ muito menor do que a de relaxacdo. Ele ¢

descrito por (3.2)

dc d dC

€6,

¢ o tempo “x” ¢ a posicdo do filme na direcdo de

“t”

Onde “C” ¢ a concentragao,

difusdo e “D” é o coeficiente de difusdo ou difusividade da agua no polimero. Uma
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curva de absor¢ao de massa, M vesus t'~ € linear. A curva de absorcao eventualmente

estabiliza no nivel de saturagdo, M. Um caso ¢ normalmente referido como nao
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Fickiano quando situagdes anOmalas sao obtidas (BEPPU, 2007; CORRELO, 2007;
GUPTA, 2007, TANG, 2007, LEE, 2005; NETO, 2005; VACHOUD, 2001;
McDONOUGH, 1998; SHIBAYAMA, 1996).

3.4.2 DEGRADAGCAO DE HIDROGEIS

O termo amplamente usado “degradacdo” aqui serd definido como um processo onde a
deterioragdo nas propriedades de um polimero acontece devido a fatores de diferentes
origens tais como: radiacdo, quimica, térmica, mecanica, entre outras. Portanto a
degradagdo pode ser o resultado de atividades quimicas tais como: solvatagdo,
dessorgao, dissociagdo, hidrolise, dissolucdo, oxidagao, redugdo ¢ fotdlise, bem como,
atividades fisicas que podem erodir uma matriz de blenda polimérica devido a: difusao,
abrasdo, trinca, descamacao, quebra mecanica ou combinagdo de qualquer umas dessas
atividades fisicas ou quimicas. Uma das formas mais simples de se avaliar o efeito
dessas atividades ¢ através da avaliacdo da perda de massa que normalmente ocorre por
dois fendmenos, a solvatagdo e a despolimerizagao da cadeia polimérica (COSTA JR et
al., 2008; OREFICE, 2003; PANEVA, 2003;ZHANG, 2001). Entretanto, quando o
colapso de ligagdes quimicas do material acontece devido a acdo de organismos vivos
que conduzem a mudangas nas propriedades fisicas do mesmo pode-se dizer que ocorre
a biodegradacdao (ASTM D-883/08; TAKASU, 2008; ROSA, 2002; CHIELLINI, 1999;
RATAIJSKA, 1998; RATNER, 1996; XU, 1996; NOCEK, 1985).

3.4.3 PROPRIEDADES MECANICAS DE HIDROGEIS

As propriedades mecanicas de um hidrogel polimérico podem ser caracterizadas pelo
seu comportamento de resposta a aplicagdo de uma carga (FIG. 3.5). Polimeros
amorfos, como as borrachas, sdo macios e com grande capacidade de recuperagdo
elastica, ou seja, retirada a carga ele retorna a sua forma original. A liberdade de
movimento da cadeia do polimero ¢ mantida no nivel local enquanto que a estrutura de
rede, resultante da reticulagdo quimica ou do emaranhado da cadeia, dificulta o
movimento em grande escala ou o fluxo. Assim os polimeros dessa classe tendem a
apresentar menor modulo de elasticidade ou rigidez e grande capacidade de deformacao.

As borrachas também podem exibir um aumento da tensdo antes do colapso como
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resultado da cristalizacao induzida pela deformagdo que provoca a orientagao molecular
na direcdo da carga. Vidros e polimeros semicristalinos tém alto modulo elastico e

pouca deformacao (SPERLING, 2001; RATNER, 1996).

Inclinagcdo = Mddulo elastico

Quitosana

Borracha

Tensdo de tragdo

Deformacéo

FIGURA 3.5 Propriedades mecanicas de um polimero

A tensdo maxima em grandes deformagdes ¢ importante para a selecdo de polimeros e
em particular para aplicacdes biomédicas. A tensdo maxima de um polimero ¢ a tensdo
no ou préxima ao colapso do material. Em materiais semicristalinos o ponto de falha
pode ser definido pelo ponto de tensdo no qual inicia o escoamento ou a deformagdo
permanente. A tenacidade de um polimero est4 relacionada a energia absorvida até a
falha e € proporcional a area sobre a curva tensdo deformagdo (KHAN, 2000; ASTM
D882-02; BAHRAMI, 2003; CAMPOS, 2005; RAO, 2007; COSTA JR., 2008a,c).

O comportamento de fadiga de um polimero ¢ também importante e se caracteriza pelo
colapso em uma carga inferior a carga maxima que o material suporta e ocorre devido

ao numero de ciclos de carregamento e descarregamento a que o material foi submetido.

Existem muitas dificuldades técnicas para medigdo real das caracteristicas mecanicas de
tecidos vivos, no caso da pele por exemplo, a influéncia da profundidade na

consideragao da medida ¢ determinante. Entretanto, a literatura apresenta para a pele
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valores de referéncia para o modulo de elasticidade, tensdo de tracdo, deformacao
especifica e massa especifica variando de 4,6MPa a 20MPa, 2,5MPa a 16MPa, =70%,
:IIOOkg/m3, respectivamente (RODAS, 2004; DALLAN, 2005; HENDRIKS,2006;
PAILLER-MATTEI, 2008; XU, 2008).

3.4.4 RETICULACAO DE HIDROGEIS

Hidrogéis reticulados sdo cadeias poliméricas interconectadas pelo reticulante

conduzindo a uma formacgao de rede tridimensional.

As propriedades dos hidrogéis reticulados dependem principalmente da sua densidade
de ligagdes cruzadas, notadamente da relagao de mols do agente reticulante com os da
unidade de repeti¢cdo do polimero. Exige-se um niimero critico de ligagdes cruzadas por
cadeia para permitir a formagdo da rede. A rede do hidrogel de quitosana reticulada
pode ocorrer com ela mesma onde a reticulagdo envolve duas unidades estruturais que
podem ou ndo pertencer a mesma cadeia, ou pode ser uma rede hibrida de polimero
onde a reacdo de reticulagdo ocorre entre a unidade estrutural de quitosana e uma cadeia
polimérica de outro tipo, ou ainda pode ser semi ou totalmente interpenetrada na qual
contém um polimero ndo reagente adicionado a solugcdo de quitosana antes da
reticulagdo, isto ¢, a formacao de uma rede de quitosana na qual um polimero nao
reagente estd aprisionado pela mesma. A maioria dos reticulantes usados para realizar
ligagdes cruzadas covalentes pode induzir toxidez se estiverem livres antes da
administracdo. Um método para resolver esse problema e evitar um passo de purificagdo
e verificacdo antes da administragdo ¢ preparar hidrog€is por reticulacdo idnica

reversivel.

A quitosana por ser um polimero catidnico reage com componentes carregados, ions ou
moléculas, conduzindo a formagao de uma rede através de pontes idnicas entre cadeias
poliméricas. Visto que a natureza destas interagdes ¢ a mesma de polieletrolitos
complexados fica dificil classificar separadamente estes dois tipos de rede. Neste
sentido, a ligagdo cruzada é considerada como uma ponte cujo peso molecular ¢ muito
menor do que o peso molecular da cadeia entre duas ligagdes cruzadas consecutivas, ou

do peso molecular de um pequeno polimero formando um polieletrolito complexado, ou
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de uma grande molécula que permite que a ligacdo cruzada idnica possa convergir €
torna-la muito préoxima. Numa liga¢do cruzada ionica, as entidades reagentes com a
quitosana sdo ions ou moléculas com peso molecular bem definido, ao contrario, em
complexagdo de polieletrolitos as entidades reagentes com a quitosana sdo polimeros
com uma ampla distribuicdo de peso molecular (GUPTA, 2007, MANSUR, 2007a;
SADAHIRA, 2007; NETO, 2005; BERGER, et al., 2004b; LEE, 1992).

3.5 RETICULANTES

Reticulantes sdo moléculas de peso molecular muito menor que o peso molecular da
cadeia entre duas ligagdes cruzadas consecutivas além de apresentar no minimo dois
grupos funcionais reativos que permitam a formacao de ponte entre cadeias poliméricas

(BERGER, et al., 2004b).

351 GLUTARALDEIDO OU 1,5 PENTANODIAL

O glutaraldeido (FIG. 3.6) ¢ uma molécula bifuncional que interage fortemente com
compostos que possuem grupos amino na sua estrutura € com menor intensidade com o
grupo tiol. O mecanismo de reagdo do glutaraldeido com os grupos NH, estd
relacionado com a interagdo que ocorre entre os grupos aldeido e os grupos amino livres
dos compostos originando a formacao de uma base de Schiff (C=N), embora no caso de
glutaraldeido (diluido em dgua) e proteinas se acreditar que ocorra a formagao de duplas
ligagdes etilénicas conjugadas (WANG, 2004; MONTEIRO JR., 1999). Este fato ganha
apoio pela estabilidade desta interagdo, irreversivel e bastante resistente a variagcdes de
pH e temperatura, o que normalmente ndo ¢ observado para interagdes que envolvem

simplesmente uma base de Schiff (MONTEIRO JR., 1999).

0 H

/C—CHECHZ—CHEC\ (
0 ; |

FIGURA 3.6- Estrutura molecular e tridimensional do glutaraldeido
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Segundo MONTEIRO JR. (1999) nos poucos trabalhos em que se arrisca a comentar
sobre a estrutura da interacdo com grupo amino sugerem-se trés estruturas:

a) hé a formagdo de apenas uma base de Schiff com um dos grupos aldeidos do
glutaraldeido, o outro grupo permanece livre e ¢ utilizado para uma reagdo
subseqiiente,

b) os dois grupos aldeido de uma unica molécula de glutaraldeido reagem com
duas aminas formando uma ligagdo cruzada, e

c) aligagdo cruzada ¢ formada por mais de uma molécula de glutaraldeido.

3.5.2 EPICLORIDRINA

A molécula da quitosana apresenta dois grupos funcionais, hidroxila (OH) e amino
(NH,), sendo este ultimo mais ativo que a hidroxila. O agente reticulante epicloridrina
FIG. 3.7, ¢ insoluvel em agua, miscivel em alcool, éter, cloroférmio. A reagdo com a
quitosana envolve a abertura do anel epoxido, reagindo apenas com os grupos hidroxila
da quitosana, sob condi¢des alcalinas, mantendo os grupos amino livres, formando uma
rede polimérica tridimensional. A medida que o niimero de grupos amino livres ¢ maior,
o nimero de interagdes entre a 4gua e o suporte aumenta havendo maior expansdo do
polimero. A quitosana reticulada com epicloridrina ¢ insolivel tanto em meio acido
quanto em meio basico. A reticulagdo ¢ alcangada em 2h a 50°C e a membrana de
quitosana reticulada ¢ insoluvel em solugdo de acido acético 5%v/v (pH=2,5) e sua

resisténcia aumenta em condi¢des imidas (ZENG,1996).

FIGURA 3.7 Estrutura molecular e tridimensional da epicloridrina

3.5.3 OUTROS RETICULANTES

Também sdo utilizados outros reticulantes para a quitosana como o formaldeido,

etilenoglicol, sulfato de condroitina, glicosaminoglicanos e pela sua estrutura o acido
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tartarico pode ser um reticulador devido aos grupos funcionais acidos carboxilicos e

alcool.

3.6 AVALIAQL&O DA BIOCOMPATIBILIDADE DE MATERIAIS PARA
APLICACOES MEDICAS

Os métodos de cultura de célula tém sido usados para avaliar a biocompatibilidade de
materiais por mais trés décadas. Células primdrias (com excecdo dos eritrocitos em
ensaios de hemolises) sdo raramente usadas porque os ensaios sao menos reprodutiveis,
menos eficientes e em alguns casos indisponiveis. Existem varios métodos validados
por repetitibilidade (dados comparaveis dentro de um mesmo laboratorio) e
reprodutibilidade (dados compardveis entre laboratorios) (NEAMNARCK, 2008;
SHIROSAKI, 2008; TIGH, 2007; KONG, 2006; ZHU, 2006; RATNER, 1996).

Muitos produtos que sdo inicialmente considerados muito citotéxicos podem ser
modificados ou entdo o seu uso pode ser controlado pelo fabricante para evitar a
citotoxicidade. Nesses testes podem ser usadas células de mamiferos ou de nao-
mamiferos, bactérias, levedos ou fungos, para determinar se ha mutagdo génica. Esses
ensaios avaliam também mudancas na estrutura cromossomial ou mudangas genéticas
que sdo causadas pelo material de teste, instrumentos e extratos dos materiais

(ANUSAVICE, 1998)

Um dos métodos utilizados ¢ avaliagao do comportamento de células VERO (acronismo
de VERDA RENO), uma linhagem estabelecida a partir de células renais de macaco
verde africano adulto normal (Cercopithecus aethiops), quanto a adesdo, crescimento,
proliferacdo e diferenciacdo de células fibroblasticas em meios de cultura. Estas células
foram isoladas pela primeira vez na Universidade de Chiba, no Japdo, em 27 de margo
de 1962 por Y. Yasumura ¢ Y. Kawakita (ASTM F813-01, ATCC - American Type

Culture Collection ).

Um material toxico ¢ definido como um material que libera uma quantidade de
componentes quimicos em quantidades suficientes para matar as células direta ou

indiretamente através da inibi¢do de sua rota metabdlica principal. Embora uma série de
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fatores afeta a toxicidade quimica, o mais importante ¢ a dose liberada a cada célula

individualmente (ANUSAVICE, 1998).

3.6.1 REDUCAO DO MTT

A viabilidade celular usando o ensaio de MTT consiste em avaliar a atividade da
mitocondria a partir das enzimas presentes na célula viva capazes de promover a
redu¢do do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio. Os testes de
citotoxicidade usando culturas de células sdo aceitos como primeiro passo na

identificagcdo de compostos ativos e/ou como testes de bioseguranca (VISTICA, 1991).

3.6.2 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS

Macréfagos sdo as células de infiltragdo dominantes que respondem rapidamente ao
implante de um biomaterial tanto em tecidos moles quanto duros. Estas células e suas
variantes morfoldgicas, células gigantes multinucleadas ou células gigantes de corpos
estranhos, usualmente permanecem na interface tecido-biomaterial por toda a vida 1til
do aparelho in vivo. Como um componente do sistema imune a atividade dos
macrofagos estdo mais relacionadas as respostas imunes, inflamatorias e respostas a
presenca de corpos estranhos. Entretanto, os macréfagos também medeiam a
biodegradacdo de materiais bioabsorviveis via fagocitose e degradacdo extracelular.
Alem disso, os macrofagos sdo essenciais para a efetiva regeneracao tecidual pois eles
regulam o recrutamento, proliferacdo e diferenciagdo de células alvo, tais como,
fibroblastos, osteoblastos, endoteliais e queratindcitos durante o processo de reparo

(XIA et al., 2006; SANTOS, 2002).

O modo como os macrofagos respondem ao biomaterial ¢ dependente do tamanho do
material. Particulas de material com dimensdes menores que um Unico macréfago
nucleado (normalmente em torno de 10pm de diametro) podem ser fagocitadas. Grandes
particulas (entre 10um e centena de micrometros) que sdo além da capacidade de
fagocitose do macréfago, podem ser englobadas por células gigantes multinucleares ou
células gigante de corpo estranho. Materiais volumosos como aparelhos médicos, tais

como, pinos, placas, suturas ou implantes de membranas formardo células gigantes de
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corpo estranho que se unirdo a superficie do material e ficardo na superficie por toda

vida util do implante (XIA et al., 2006).

Os macréfagos também t€m um papel importante na regeneragdo de tecidos. Os
macrofagos secretam um espectro de citocinas e fatores de crescimento para regular o
recrutamento, proliferacdo e a diferenciacdo celular que conduz a efetiva regeneracdo do
tecido e a angiogénese. Mais recentemente, foi mostrado que macrofagos ativados por
citosinas liberadas por células T ““helper” 1, produzem o6xido nitrico (nitric oxide — NO)
molécula gasosa que atua inibindo a respiracdo mitocondrial, a sintese de DNA ¢ a
atividade da enzima aconitase do ciclo de Krebs (XIA et al. 2006; CERQUEIRA, 2002;
SANTOS, 2002).

Desde o inicio das pesquisas com o NO, a partir de uma proposta de participacdo em
defesas nao-specifica do hospedeiro, estd claro que o NO tem um papel chave na
orquestragdo da resposta da pele aos estimulos externos tal como calor, luz ultravioleta
(UV), resposta a infec¢ao e reparo de lesdes, assim como certas condigdes patologicas
subjacentes. A importancia da sinalizagdo mediada pelo NO na pele foi revisada por
varios autores, embora previamente a énfase freqiientemente foi colocada em condigdes

patolégicas (CALS-GRIERSON, 2004).

Além desse papeis o NO medeia varios fendmenos, como vasorrelaxamento dependente
do endotélio, citotoxicidade mediada por macréfagos, inibicdo da ativagdo, adesdo e
agregacao plaquetdria, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, regulagao da
pressdo sangiiinea basal, depressdo sinaptica em longo prazo, potencializagdo da
transmissdo sindptica em longo prazo, microcirculagdo medular e glomerular e
prevencao de piloroespasmo em estenose pilorica hipertrofica infantil. A atividade do
NO foi relatada em endotélio, cerebelo, nervos nao adrenérgicos ndo colinérgicos,
macrofagos, neutrofilos, rins, células epiteliais pulmonares, mucosa gastrintestinal e
miocardio. O NO também pode ser responsavel pela vasodilatagdo presente na
angiogénese fisiologica ou patoldgica, como no caso de tumores. No nosso caso ¢
importante ressaltar o papel como mediador para reparo de lesdes (MESQUITA, 2007;
CERQUEIRA, 2002; FRANK, 2002).
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O oxido nitrico € sintetizado em células de mamiferos pela agdo de uma classe de
enzimas, com pelo menos trés isoformas, conhecidas como o6xido nitrico sintases
(NOS). As NOS catalizam a reagdo enzimatica de oxida¢do do nitrogénio terminal
guanidinico do aminoacido L-arginina, na presenga de oxigénio molecular e de NADPH
reduzido, gerando um produto intermedidrio, a L-hidroxiarginina. Esta ultima sofre
outra reacdo de oxidagdo produzindo a molécula de NO e uma citrulina (XIA et al.
2006; CALS-GRIERSON, 2004; CERQUEIRA, 2002; SANTOS, 2002;
QURESHI, 1996).

No sistema circulatorio, em particular na coagulagdo sangiiinea, o NO esta envolvido
com a cascata fibrinolitica e trombotica associados com dano endotelial, sendo que as
propriedades antitromboéticas do NO resultam em parte da inibicdo da adesdo e
agregacao plaquetaria. A deficiéncia de NO foi associada com trombose arterial. Nos
vasos sangiiineos, o NO exerce fun¢do na modulacdo do didmetro vascular e da
resisténcia vascular pela sua habilidade em relaxar o musculo liso vascular. O NO inibe
interagdes de elementos sangiiineos circulatérios com a parede do vaso. Uma
deficiéncia de NO pode promover trombose vascular, restenose, arterogénese e injaria
da reperfusdo. A diminui¢do da vasodilatagdo dependente do endotélio pode ser
induzida por hipertensdo, diabetes e/ou aterosclerose. O NO pode ser um inibidor da
adesdo leucocitaria em microvasos pos-capilares (MESQUITA, 2007; WU, 2007,
CERQUEIRA, 2002)

3.7 TECIDO EPITELIAL

Apesar de nao ser considrado escopo especifico do trabalho esse topico sobre tecido
espitelial foi incluido para que o leitor possa se inteirar de forma breve sobre a
complexidade desse 6rgdo do corpo humano e os grandes desafios que a engenharia de
tecido tem que sobrepor para atingir resultados pomissores na substitui¢ao e reparo de

lesoes a esse tecido.

A pele ¢ formada por um revestimento de camadas de células sobrepostas, sendo que as
células superficiais sdo achatadas e compdem uma camada cdérnea rica em queratina

(por isso a pele ¢ classificada como um epitélio estratificado pavimentoso
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queratinizado). Com o sistema tegumentario, forma a cobertura externa do corpo e
como um dos maiores 6rgaos do corpo atinge aproximadamente 16% do peso corporal.
A camada mais superficial é o estrato ou camada cdrnea. Mais abaixo encontram se as
camadas: granulosa, espinhosa ¢ basal. A pele renova-se continuamente pois as células
nascem na camada basal e vao empurrando as células mais externas, de forma que a

divisdo entre as camadas mencionadas acima ndo ¢ nitida, mas um processo continuo.

A cor da pele resulta de uma série de fatores dentre os quais os de maior importancia
sdo: seu conteido em melanina (um pigmento marrom escuro produzido pelos
melanocitos que sdo células que ficam junto a camada basal e espinhosa da epiderme), e
caroteno, além da quantidade de capilares e da cor do sangue que corre nos capilares da

derme.

A hipoderme ndo ¢ considerada parte da pele. Na hipoderme ha também tecido adiposo,
cujas células armazenam a gordura subcutinea (paniculo adiposo). E formada por um
tecido conjuntivo frouxo que serve para unir, de maneira pouco firme, a derme aos
outros orgaos do corpo, permitindo que a pele tenha certo grau de deslizamento,

variavel com a regido do corpo (JUNQUEIRA, 2004).

3.71 HISTOLOGIA DA PELE

Como mostrado na FIG.3.8, a pele ndo consiste de uma estrutura simples. As duas
principais camadas da pele incluem a epiderme, composta de epitélio escamoso
estratificado, e a derme, ,composta de tecido conjuntivo denso de fibroblastos. A
epiderme ¢ o local de células epiteliais e a matriz produz queratindcitos, bem como os
melandcitos produzem a melanina e sua espessura varia de acordo com a regido do
corpo, chegando a 1,5mm nas plantas dos pés. A hipoderme, compreendida de um
tecido conjuntivo mais leve (menos denso), constitui a camada inferior da derme. A pele
possui sensores receptores, foliculos capilares para produgdo e crescimento do pelo, e
dois tipos de glandulas: as glandulas sudoriparas, que primeiramente regulam a
temperatura do corpo, e glandulas sebaceas. Como em outros 6rgaos, a pele é perfurada

por capilares e inervada pelo sistema nervoso (DALLAN, 2005; RODAS, 2004).
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O suor secretado pelas glandulas sudoriparas ¢ uma solug¢ao extremamente diluida, que
contém pouquissima proteina, além de sodio, potassio, cloreto, uréia, amonia e acido
urico, e a secrecdo das glandulas sebacea ¢ uma mistura complexa de lipidios que

contém triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol e ésteres.

A epiderme ¢ constituida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, de
origem ectodérmica. Além desse epitélio, que constitui sua maior parte, a epiderme
apresenta trés tipos de células: os melandcitos, as células de Langerhans, que fazem
parte do sistema imunoldgico podendo processar ¢ acumular na sua superficie os
antigenos cutaneos, apresentando-os aos linfocitos, e as células de Merkel, que sdo tidas
como mecanoreceptores. Essas células caracterizam-se principalmente pela presencga de
granulos citoplasmatico elétron-densos com 80nm de didmetro, e em sua base notam-se
terminacdes nervosas, algumas com forma de disco sem vesiculas sindpticas, o que
sugere que sdo de natureza sensorial, e que recebem impulso das células de Merkel

(JUNQUEIRA, 2004; SEAL, 2001).

Pelo

Epiderme

—— Lamina Basal

Fibra Nervosa -
Miisculoe Erector
de Pelos

Fibra de Tecido
Conjuntivo

Duto de Glandula
Sudoripara

Bulbo Capilar

Hipoderme

Gldndulas Sebacea |
Tecido Adiposo

FIGURA 3.8 - Composicao do tecido epitelial
FONTE - SEAL, 2001. p. 153
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Na planta do pé e na palma da mao a epiderme apresenta maior complexidade e ¢, vista
da derme para a superficie, composta das camadas:

= Dbasal, também chamada germinativa, que separa a epiderme da derme
apresentando intensa atividade mitdtica, sendo responsavel pela
renovagao da epiderme;

= espinhosa, composta de células com expansdes citoplasmaticas que
contém tonofibrilas partindo de cada célula adjacente as quais se
aproximam e se mantém unidas através dos desmosomas, evidenciando
um aspecto espinhoso, ¢ onde as tonofibrilas e desmosomas sao
responsaveis pela resisténcia ao atrito;

= granulosa, caracterizada pela presenca de células poligonais com nucleo
central, nitidamente achatadas, em cujo citoplasma sdo observados
granulos grosseiros e basofilos, e esses granulos de querato-hialina, que
ndo sdo envolvidos por membrana que vao contribuir para a constitui¢ao
do material interfilamento da camada cornea;

= lucida, constituida por uma delgada camada de células achatadas,
eosinofilas, hialinas, cujos nucleos e organelas desapareceram e;

= coérnea, que tem espessura muito variavel e € constituida por células
achatadas, mortas e sem nucleo, onde o citoplasma apresenta—se cheio de
substancia coérnea, uma eletroproteina filamentosa birrefringente

chamada queratina.

Na FIG.3.9 apresenta-se a derme que ¢ o tecido conjuntivo sobre o qual se apoia a
epiderme. Ela apresenta espessura variavel de acordo com a regido observada, atingindo
um maximo de 3mm na planta do pé. Sua superficie externa ¢ extremamente irregular,
observando-se saliéncias que acompanham as reentrancias correspondentes da
epiderme, chamadas de papilas dérmicas, cuja fungdo seja aumentar a zona de contato
derme-epiderme, oferecendo maior resisténcia a pele. A derme se divide em duas

camadas pouco distintas, que sdo a papilar, superficial, e a reticular, mais profunda.
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Epiderme

Derme

Hipo-
derme

FIGURA 3.9 - Divisdes do tecido epitelial
FONTE - http://www.saudeparavoce.com.br/pintanapele/histologia.htm

3.7.2 PROCESSO DE CURA DE LESOES

O processo fisioldgico de cura de lesdes no entendimento atual normalmente ¢ dividido
em quatro passos — coagulacdo, inflamagdo, seguida pela migragdo e proliferagdo, e
finalmente a fase de remodelagem. Estas fases ndo sdo exatamente distintas umas das
outras, porque ocasionalmente se sobrepdem ou ocorrem simultaneamente.

Nas paredes dos vasos danificados as plaquetas - estimuladas por mediadores -
imediatamente aderem ao coldgeno exposto da parede do vaso. Os aglomerados de
plaquetas parcialmente coalescem uns com os outros e liberam os fatores de plaqueta
que iniciam o processo real de coagulacdo. Durante a coagulagdo uma rede de fibrina
forma um tampao de plaquetas e finalmente preenche a abertura total da ferida. O
proposito desta rede de fibrina ou primeira matriz extracelular ¢ reter os componentes
celulares do sangue, por exemplo eritrocitos, e assim formar um coagulo para
hemostase, fechamento de ferida e provisdo de uma matriz para a montagem posterior

de colageno (MUZZARELLI, 1997; SCHMIDT, 2005).

A FIG. 3.10 apresenta as fases de reparo de lesdes cutidneas e os principais processos

celulares envolvidos: (a) Imediatamente apds a lesdo cutinea, extravasam elementos
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vasoativos ¢ aminas do sangue devido ao rompimento dos vasos sangiiineos dentro da
derme. A permeabilidade vascular ¢ aumentada temporariamente para permitir que
neutrofilos [neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs)], plaquetas e proteinas de plasma
infiltrem no leito da lesdo. A vasoconstricdo segue em resposta a fatores liberados por

estas células.

Superficie Hemidcias

da pele Fibrina
‘\ Leito Plaqueta
| / /

»
[ L
o\ ® e L .
O 88 _ oy PN Epiderme e b
Og g MO »
o O? ID'C‘- Derme VAN
Macrofago
a) Lesio — b) Coagulacio
TGF-f 4=t o
=™ - FoGE . - R
= v G G , &
> * - =] - "d
Macrofago = PN

d) Inflamacio tardia (48h) ¢) Inicio da inflamacio (24h)
Coligeno i Fibroblasto

-\_.—'—\—n_.—"'"-r_

: $L_ . _ e

e) Proliferaciio (72h) —— {) Remodelagem (semanas a meses)

FIGURA 3.10 - As fases de reparo de lesdes cutaneas. (a) Lesdo, (b) coagulacdo, (c)
Inicio da Inflamagdo, (d) Inflamacdo tardia, (e) Proliferagdo e (f) remodelagem.

(Adaptado de BEANES, 2003)

(b) Coagulacao sanguinea ocorre assim que as plaquetas se agregam com a fibrina e o
coagulo ou matriz provisoria ¢ depositado na lesdo seguindo sua conversdo em
fibrinogénio. (c) Plaquetas liberam varios fatores, incluindo fator de crescimento
derivado de plaquetas - (PDGF) e fator de crescimento transformante B (TGF-B) que
atrai PMNs a ferida, sinalizando o comeco de inflamacdo (24h). (d) Depois de 48h,
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macroéfagos substituem o PMNs como a célula inflamatoéria principal. Juntos os PMNs e
os macrofagos removem restos celulares, impurezas ou corpos estanhos da lesdo;
liberam fatores de crescimento, € comegam a reorganizar a matriz extracelular. (e) A
fase de proliferacdo comeca em aproximadamente 72h com o recrutamento dos
fibroblastos a ferida através de fatores de crescimento liberados pelas células
inflamatorias e comeca a sintese de colageno. (f) Embora o indice de sintese de
colageno retarda depois de aproximadamente trés semanas, a reticulagdo do coladgeno e
reorganizagdo tecidual ocorrem durante meses apds a ocorréncia da lesdo na fase de

remodelagdo do reparo (BEANES, 2003; ANDERSON, 2001).

3.7.3 PELE ARTIFICIAL

A atual pele artificial procura recriar a derme e a epiderme mas ndo leva em conta a
regeneracdo da intrincada estrutura e fungdes de foliculo capilar e glandulas sudoriparas

e sebaceas, sensores mecanicos € térmicos

Virias abordagens sdo feitas no projeto de materiais para a regeneracdo de pele. Estas
abordagens variam desde o desenvolvimento de substitui¢do de toda a espessura da pele

a substitui¢do sub dérmica e epidérmica.

O corpo ¢ capaz de regenerar sua propria epiderme desde que a derme permaneca
intacta. Entretanto, vitimas severamente queimadas e pacientes com ulceras diabéticas,
entre outros, freqiientemente ndo t€ém uma derme intacta. Atuais solugdes envolvem
enxertos de pele de cadaveres e xenoenxertos; ambas as abordagens sdo contaminadas
com doencas transmissiveis e problemas de resposta imunologica. Cientistas, clinicos e
engenheiros trabalham arduamente para desenvolver terapias que regeneram, ou ajudam

o corpo a regenerar a derme, epiderme ou a espessura total da pele.

De forma ideal, os materiais de enxertos devem aderir ao sitio ferido, ser poroso o
suficiente para conduzir a difusdo de excrecdes (rejeitos), nutrientes e excesso de agua,
e prevenir a desidratacdo, além de ser barato, flexivel, de facil manuseio, de vida longa
de prateleira, aplicados em interveng@o unica e duraveis (SHERIDAN, 1999). Alguma

evaporacao de agua ¢ essencial, entretanto, visto que uma completa falta de remocao de
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agua resultard em bolhas de sangue, que nas bordas causara a delaminagdo do material
enxertado. O material também deve permitir a migragdo celular e ter propriedades
mecanicas similares aquelas da pele original. Finalmente, o enxerto necessita promover
uma regeneragao dérmica e epidérmica, para prevenir infec¢do bacteriana e degradar em
uma taxa apropriada, igual porém oposta aquela do tecido em regeneracdo. Estes
parametros propdem um enorme desafio a qualquer tipo de material (SEAL, 2001).
Dentre os estudos nessa dire¢do pode-se mencionar que: HUANG et al. (2005),
estudaram o efeito da mistura quitosana/gelatina de pele de porco (MW=5kDa) sobre as
propriedades de degradagdo cinética, propriedades de rigidez mecanicas e interacao
matriz/célula, concluindo que a adi¢cdo de gelatina afeta a rigidez de matrizes 2D e 3D e
facilita a manutencdo da taxa de degradac¢do na presen¢a de lisozima. A avaliagdo da
interagdo de adesdo celular apresentou diminui¢do de espalhamento de células sobre as
membranas de quitosana, acumulando actina e FAK (cinase de adesao focal) localizada

dentro dos HUVECS (células endoteliais de corddo umbilical) em cultura estatica.

LI et al. (2005), construiram uma matriz hibrida de quitosana/alginato com porosidade
de 92% e obtiveram moddulo de compressdo e limite de escoamento de 5,6MPa e
0,46MPa respectivamente, que sdo aproximadamente quatro vezes superior a quitosana
pura. As células de osteoblastos semeadas sobre o hibrido e cultivadas sem meio
osteogénico pareceram fixar e proliferar bem, além de promover a deposi¢do mineral
em muito pouco tempo. O substrato suporte de alginato/quitosana tem alta resisténcia
mecanica e € estruturalmente estavel devido a forte ligagdo i6nica entre grupos amino

da quitosana e os grupos carboxila do alginato.

YAMANE e colaboradores (2005), estudaram a hipotese de que o acido hialurénico
pode fornecer efeitos bioldgicos superiores sobre os condrocitos num sistema de cultura
em 3D. Avaliou a adesdo de condrdcitos, proliferacdo e sintese de matriz extracelular
em fibras de quitosana/acido hialurénico para engenharia de tecido de cartilagem e
concluiu que a fibra hibrida a base de quitosana acido hialurdnico serve como

biomaterial ideal para construgdo de substrato suporte 3D.
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IWASAKI et al. (2004), quantificaram o grau de adesao de condrocitos de coelho sobre
o substrato de fibras de quitosana/alginato in vitro e ainda sugeriram que as fibras
podem ser um biomaterial adequado a fabricagdo de substrato suporte 3D para

engenharia de tecido de cartilagem.

MA et al. (2003), descreveram a fabricag¢do de substrato poroso de coldgeno com 10%
de quitosana e até 0,25% de Glutaraldeido (GA) para aumentar a eficiéncia de ligagdes
cruzadas e avalia a capacidade de expansao, bem como, a degradabilidade tanto in vivo
quanto in vitro demonstrando citocompatibilidade, infiltragdo ¢ crescimento de
fibroblastos. Um detalhe da investigag¢ao foi que um firme aumento da bioestabilidade
do substrato suporte de colageno/quitosana foi obtido com concentracdo de GA menor
que 0,1%, sendo entdo menos influenciada em concentragdes mais altas de GA até

0,25%.

WANG et al. (2004), usaram quitosana € o PVA para formar uma rede polimérica semi-
interpenetrada com o glutaraldeido como reticulante nas ligacdes cruzadas. A
combinacdo da quitosana ¢ do PVA na presenca do glutaraldeido tem apresentado
promissores atributos para aplicacdes praticas, tais como, alta taxa de retracdo e a
expansdo, alta sensitividade ao pH e biodegradabilidade, e as propriedades fisicas e
quimicas foram caracterizadas particularmente as sensiveis ao pH. A formagdo do
hidrogel sensivel ao pH ¢ devido a reagdao de base de Schiff entre os grupos amino da
quitosana, o polimero base e os grupos aldeidos do agente reticulante. A adi¢do do PVA
diminuiu a taxa e o tempo de gelificacdo e aumentou a resisténcia mecanica do hidrogel,
especialmente em baixas concentracdes de ligantes. Aumentando a concentracdo de
reticulante diminui a taxa e o tempo de gelificacdo completa do hidrogel. Até a
concentragdo de 25%, o PVA lixivia do hidrogel em pH=3 durante o tempo de expansdo
devido a hidrdlise da base de Schiff. A equagdo (3.2) apresenta a forma genérica de

hidrélise de uma base de Schiff.

R H3O
—N—R" == > 0 + R'—NH,
R (3.2)
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onde R’ e/ou R” podem ser hidrogénio (SANTOS, 2004).

YILMAZ (2003), estudou a miscibilidade da quitosana e poli(6xido de etileno) (PEO)
em solugdes aquosas por viscosimetria, devido a importancia tecnologica destes dois
polimeros especialmente para aplicagdes biomédicas, farmacéuticas e cosméticas e
utilizou a viscosimetria pelo fato da fornecer informagdes sobre miscibilidade em nivel
molecular, ser facil, rapida e barata se comparada com outras técnicas. Uma mistura de

quitosana/PEO 0,3/0,7, respectivamente, ¢ imiscivel em solu¢do 4cida diluida nas

temperaturas de 25°, 30° e 35°C mas miscivel no estado solido.

CZAJA et al. (2006), apresentam uma série de produtos de celulose microbiana,
pesquisados ¢ desenvolvidos desde os anos 80, relacionados ao Acetobacter xylinum
que consiste de uma classe de biopolimeros promissora devido ao fato de apresentar
propriedades mecanicas e fisicas Unicas, além de sua pureza e uniformidade que permite
aplica¢des desde membranas para qudio de alta qualidade e artigos eletronicos a células
de combustivel e materiais médicos principalmente como bandagens de feridas e

substitutos de pele. Suas propriedades resultam da nanoestrutura da membrana obtida.

Apesar da producdo de substitutos de pele artificial ser um campo relativamente novo ja
existem alguns produtos e servicos disponiveis no mercado. A grande maioria destes
produtos tem sido desenvolvida por companhias sediadas nos Estados Unidos da
América (EUA), geralmente com a colaboragdo de renomados departamentos

académicos.

Dos produtos acima somente o Epicel ¢ baseado em células autdlogas (as células ou
tecidos colhidos e subseqiientemente aplicados na mesma pessoa), todos os demais sao
produtos alogénicos, isto €, as células sdo tiradas de doadores com caracteristica
geneticamente diferente porém da mesma espécie. As células de doadores podem

fornecer fatores de crescimento mas elas nado podem sobreviver e integrar-se.
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41 ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
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FIGURA 4.1 Fluxograma das etapas de trabalho

4.2 MATERIAS PRIMAS

Perda de massa-SBF

Deposicio biomimética (NEV/EDS)

43

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analitico (P.A.) e dgua Milli-Q foi

utilizada em todas as solugdes com resistividade minima de (18,0MQ.cm) a 25°C.
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Quitosana em po6 (Cat.#419419, Sigma-Aldrich Chemical, Milwaukee, Wisconsin,
USA, massa molar (MW) = 161.000g/mol, GD=75,6%, viscosidade = 1406cP —1,0%
em 1% de acido acético)

Acido acético (CH;COOH - Cat.#49199, Sigma-Aldrich)

Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) PVA (GH=80% e massa molar(MW) de 9.000
a 10.000g/mol, Sigma-Aldrich, Cat.#360627).

Glutaraldeido (GA) ou 1,5 pentanodial (Cat.#49630, Sigma-Aldrich), agente reticulante

(solugdo aquosa 25%).

421 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS

As matérias primas, quitosana e PVA, foram caracterizadas do ponto de vista fisico-
quimico através das técnicas de analise Espectroscopica na regido do Infravermelho
usando os modos de transmitancia ¢ absorbancia (FTIR — Fourier Transform Infrared
Spectroscopy), Difragdo de Raios-X (XRD- X Ray Diffraction), e Titulagdo

potenciométrica.

A Fluorescéncia de Raios-X foi realizada a partir do material em pd, conforme
fornecido, no equipamento PW9710mpd, da Philips (CuKa, A = 1,54056A). Os
experimentos de XRD foram conduzidos no material em pé no equipamento PW 1710,
da Philips. A analise foi conduzida com 20 variando de 3,01 a 90,00° com passo de
0,06°. O padrio de difracdo do PVA foi analisado com base na estrutura monoclinica
para a célula unitaria (a=0,78 1nm; b=0,252nm; ¢=0,551nm ¢ f=91° 42”) (BUNN, 1948;
CHO, 1999; RICCIARDI, 2003). A quitosana foi avaliada segundo a estrutura
ortorrdmbica (a=0,895nm, b=1,697nm e c¢=1,034nm) e monoclinica com B=88°. Os
picos evidenciados dentro da faixa de varredura foram identificados e confirmados por
publicacdes anteriores na literatura (OGAWA, 2004; MAZEAU, 1994; OGAWA, 1991;
CLARK, 1936).

A avaliagdo através de FTIR foi realizada em pastilha prensada do pd conforme

fornecido misturado com KBr (1%, em peso de polimero em relacdo ao KBr)
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empregando a técnica de reflectancia difusa. Foi utilizado equipamento Spectrum 100,
da Perkim Elmer, sendo feitas 32 varreduras entre 400 e 4000cm'1, com resolucdo de

4cm’! e intervalos de 2cm™.

A determinacdo do grau de desacetilagdo da quitosana foi realizada através de titulacao
potenciométrica: 0,2g de quitosana foi dissolvida em 20mL de solug¢do padronizada de
HCI 0,10(mol/L) e diluida com 10mL de 4gua destilada. Em seguida, sob agita¢do
constante titulou-se a solugdo com NaOH 0,01(mol/L) padronizado, obtendo-se a curva
tipica de titulagdo potenciométrica. Os valores obtidos foram levados na Eq. 4.1 (TAN,
1998) e Eq.4.2 (TORRES, 2005) para se comparar o grau de desacetilagdo da Quitosana

fornecido pelo fabricante e as duas metodologias.

o
%)= — *
GD% M 1610 x100 4.1
7+¢
204
Onde:
¢=NAVA_NBVe
1000

Na e Ng=[HCI] e [NaOH] (mol/L), respectivamente

Va e Ve = Volume de HCI e de NaOH no ponto final (mL), respectivamente.

M = Massa da amostra (g)

161 e 204: Massa molecular dos monomeros 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-

acetamido-2-desoxi-D-glicose (g/mol), respectivamente

Naon X (V, — V;)x 161 %
M

GD% = 100 4.2)

Onde:
Nneon : [NaOH] (mol/L)
V; : Volume de NaOH para neutralizar o excesso de HCI
V, : Volume de NaOH usados para neutralizar a amostra de quitosana protonada.

M: Massa da amostra (g)
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43 PREPARACAO DOS FILMES DE HIDROGEL POR EVAPORACAO DE
SOLVENTE

Uma solugdo de 1,0% (em massa) de quitosana foi preparada pela dissolug¢do de 2,5g
em 250mL de solu¢do de CH3;COOH 2% (em massa). Para a solubilizagdo e

homogeneizagao, a solucdo foi agitada magneticamente por um periodo 48h.

O hidrogel de PVA foi preparado pela dissolugao de 5,0g de p6 do polimero em 100mL
de agua Milli-Q, sob agita¢do magnética a temperatura de (70+2)°C. Apds a solugio ter
sido resfriada a temperatura ambiente o pH foi corrigido para (2,00+0,05) com HCI
1,0(mol/L) (Sigma).

Diferentes quantidades da solu¢do de PVA foram adicionadas a solugdo de Quitosana
para obter as razdes em massa de Quitosana/PVA de (0:1), (1:3), (1:1), (3:1) e (1:0) em
pH (4,0+0,05), ajustado pela adigdo de NaOH 0,5(mol/L) (MERCK, Cat# 106498).
Apobs a homogeneizagdo (Sminutos), o agente reticulante foi adicionado lentamente sob
agitacdo constante. A concentracao final de GA na solucdo precursora foi de 1% e 5%
em relacdo a massa total de polimero. Posteriormente as solu¢des foram vertidas em
placas plésticas e a secagem inicial se deu a temperatura ambiente por 48h. Na etapa

final a secagem foi realizada em estufa a (40+2)°C por 24h (COSTA JR., 2007).

As amostras de Quitosana/PVA quimicamente reticuladas foram identificadas por
Q/P/G(X:Y:Z) onde X corresponde ao teor de quitosana, Y ao teor de PVA e Z como

glutaraldeido em porcentagem de massa de polimero (p%).

43.1 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE HIDROGEL

A avaliagdo qualitativa e dimensional foram executadas através de observacdes visuais
levando-se em conta a solubilidade, miscibilidade e segregacdo de fase nas blendas
além de se verificar a espessura dos filmes que foi obtida com um micrémetro Mitotoyo

(£10pm).
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A morfologia dos filmes obtidos foram avaliadas através de microscopia eletronica de
varredura (MEV) (JSM 6360LV, JEOL/Noran), microscopio acoplado a microssonda
para Espectroscopia de Energia de Raios-X caracteristicos (EDS — Electron Dispersive
Spectrometry). As imagens foram obtidas utilizando tensdo de aceleragdo de 10kV a
15kV. Antes do exame as amostras foram cobertas com fina camada de ouro por
aspersao usando baixa taxa de deposicao, refrigeradas e colocadas a méxima distancia

do alvo a fim de evitar danos as mesmas.

As técnicas de FTIR e XRD foram utilizadas para avaliagdo da presenga de grupos
quimicos e cristalinidade dos filmes, respectivamente. Os espectros de FTIR foram
obtidos pelo modo ATR (reflexdo total atenuada) na faixa de nimero de onda de 4000 a
650cm™ durante 64 varreduras, com resolucao de 2cm’ (Paragon 1000, Perkin-Elmer,
USA). Os espectros de FTIR foram normalizados e as bandas de vibracdo foram
associadas aos principais grupos quimicos. Para a avalia¢do os filmes foram recortados

e secos em estufa a (40+5)°C (MANSUR, 2006).

A partir dos difratogramas obtidos, a avaliacdo quantitativa da cristalinidade foi
realizada dividindo-se o difratograma em trés regides (cristalina, amorfa e background)

conforme FIG. 4.2 (MANSUR, 2007).
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FIGURA 4.2 - Modelo de divisdo do difratograma em regides
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Resumidamente, as areas do difratograma foram identificadas como fragdo cristalina
(Ac) e amorfa (A,) calculadas através do programa Microcal Origin® 7.0, o grau de

cristalinidade (GC) foi estimado a partir da Eq.4.3.

c=—Rc 100 (4.3)
(Ac +AL)

O ensaio de tragdo foi realizado para avaliar o comportamento mecanico (tensio
maxima de tragdo (o), deformacdo especifica (DE), médulo de elasticidade(E) e
tenacidade (T) dos filmes obtidos e foi executado em equipamento EMIC DL 3000,
utilizando uma célula de carga de 50N, velocidade de ensaio de Smm/min e corpos de
prova na forma de tira com razdo minima de 8§ entre a largura e a espessura. Foram
obtidos valores médios de seis amostras conforme ASTM D882/02, temperatura de
ensaio de (21+2)°C e umidade relativa de (52+8)%. As amostras usadas foram
previamente inspecionadas e qualquer descontinuidade tal como bolha de ar, furos ou

segregacdo com dimensao superior a 5% da espessura foram rejeitadas.

O grau de intumescimento foi obtido com fluido corporal simulado (SBF — Simulated
Body Fluid) ou solugdo de KOKUBO (1990) que tem concentra¢do i6nica proxima da
concentra¢do do plasma sanguineo humano, e foi preparado conforme COSTA (2006) a
temperatura de (36£1)°C. O SBF foi obtido dissolvendo os reagentes em grau analitico
constantes da TAB. 4.1 em 4gua deionizada e tamponado com tampao TRIS e HCI para
obter o pH de (7,40£0,05). A TAB. 4.1 apresenta as propor¢des para obter as
concentragoes i6nicas do SBF em mmol/L e a comparacdo entre o SBF, o plasma

sanguineo e o tampao TRIS (OREFICE, 2000).

Para a determinagdo do grau de intumescimento (GI) as amostras em triplicatas foram
secas em estufa a 40°C e pesadas apos a estabilizagdo do peso. Apds a pesagem as
amostras foram colocadas em recipientes com SBF obedecendo a relacdo entre a area

superficial e o volume de solugdo = 0,1cm™ (OREFICE, 2000).
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TABELA 4.1 - Concentragao i6nica das solu¢des de SBF e Plasma Sanguineo e TRIS

Ion SBF Plasma Sanguineo | Tampao TRIS
Na© 142,0 142,0 0
K" 5,0 5,0 0
Mg 1,5 1,5 0
Ca”’ 2,5 2,5 0
Cr 147,8 103,0 45,0
HCO;y 472 27,0 0
HPO,” 1,0 1,0 0
SO,* 0,5 0,5 0

As amostras foram mantidas a (37£1)°C em banho-maria. Apds o periodo de tempo as
amostras foram retiradas do recipiente e pesadas. A fim de retirar o excesso de fluido as
amostras foram colocadas rapidamente (< 20s) sobre papel filtro e entdo pesadas em
balanga analitica. ApoOs a pesagem as amostras foram secas novamente em estufa a 40°C

até atingir a estabiliza¢do do peso. O GI foi obtido conforme a Eq.4.4,

— MI_MSf

Gl x 100

My (4.4)

onde M; ¢ a massa intumescida e Mg a massa da amostra apos a secagem final. Cada
experimento foi repetido trés vezes e o valor médio foi usado para validar os resultados

(n=3).

Para a determinagdo do indice de degradagao (ID) as amostras em triplicatas foram
secas em estufa a (40+2)°C e pesadas apos a estabilizagdo do peso (Msg)). Apods a
pesagem as amostras foram colocadas em recipientes com SBF obedecendo a relacao
entre a area superficial e volume de solugao = 0,lcm” (OREFICE, 2000). As amostras
foram mantidas a (37+1)°C em banho-maria. Em seguida, foram retiradas do recipiente
e secas em estufa a (40+2)°C, ap0s atingir a estabilizagdo do peso este foi registrado. O
ID foi obtido conforme a Eq.4.5, onde Mg; ¢ a massa seca inicial e Mgr a massa da

amostra apos a secagem final.



CAPITULO 4 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 50

= Mo =My, 100

M, (4.5)

A avaliagao foi realizada para os tempos de: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 24,0 ¢ 96 horas
(n=3).

A avaliagdo da evolugdo da tensdo superficial com o teor de quitosana na blenda foi
adaptada de MANSUR (2007) e feita através da medi¢ao do angulo de contato entre a
superficie do filme e a 4gua deionizada (18M€Q.cm). A medicao do dngulo foi realizada
utilizando o software AutoCAD® 2000, a partir do tratamento da imagem digitalizada
da gota (volume=50uL) depositada sobre a superficie do hidrogel com microseringa.
Todas as fotos foram realizadas dentro do tempo maximo de 1 minuto usando uma
camera digital SAMSUNG" Digimax V4000. As medicdes foram conduzidas em
condicdes constantes de (54+2)% de umidade relativa e temperatura ambiente de
(24+3)°C. Foi utilizado como resultado a média de seis tratamentos independentes

(n=6).

A andlise estatistica de todos os resultados obtidos das propriedades mecanicas e fisicas
foi realizada usando o software Microcal Origin® 7.0. Cada resultado foi registrado
como média e desvio padrdo considerando o numero de replicatas caracteristico de cada
experimento. Para avaliar a influéncia do agente reticulante nas propriedades mecanicas,
grau de intumescimento e indice de degradagdo foi usado ANOVA de fator inico com

nivel de significancia de 95%.

4.3.2 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DOS FILMES DE HIDROGEL IN
VITRO

4.3.2.1 PROCEDIMENTO DE NEUTRALIZACAO

Solu¢do tampdo de fosfato salino (PBS - Phosphate Buffered Saline) conforme TAB.

4.2, foi usada no procedimento de neutralizacdo de grupos citotoxicos remanescentes do
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glutaraldeido nao reagido. Entdo, os filmes foram imersos em frascos de poli(etileno)
com 75mL de solucdo com uma relacdo area/volume variando de 0,5 a lem™. O frascos
foram colocados dentro de um incubador com temperatura controlada de (37+1)°C por
2,5h. Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua deionizada e secas a (40+2)°C

por 48h.

TABELA 4.2 — Relacdo de reagente do PBS

Reagente Massa(g)
NaCl 8,0
KCl 0,2
Na,HPO4 1,44
KH,PO4 0,24
H,0O (Milli-Q) 990,12

4.3.2.2 BLOQUEIO DOS SITIOS NAO REAGIDOS COM L-ARGININA

O bloqueio dos sitios é necessario tendo em vista que alguns dos sitios aldeidos do
agente reticulante, ainda podem estar reativos, com risco de provocar reagdes
indesejaveis no meio de cultura. O procedimento para bloqueio foi conduzido através da
imersdo das amostras das blendas em solu¢do de Img/mL de L-arginina (Cat.# A5006,
Sigma-Aldrich) em PBS pelo periodo de 2,5h. Para cada grama de polimero neutra foi
utilizada 80mL de solugdo. As amostras foram lavadas com agua destilada e secas a

temperatura ambiente durante 24h.

Todas as amostras submetidas ao ensaio de citotoxicidade foram previamente

esterilizadas por vapor saturado de 6xido de etileno.

4.3.2.3 VIABILIDADE DE CELULAS VERO IN VITRO POR MTT

A viabilidade celular foi analisada através da redugcdo do brometo de 3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Cat.# M2128, Sigma), usando
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monocamadas de células VERO (ATCC CCL-81 - células fibroblasticas de rim de
Macaco Verde Africano) crescidas em placas de poliestireno de 96 pocgos tratada para
cultura de células (TPP, 92096). As células (indéculo de 5x10%) foram incubadas a
(37+£1)°C em atmosfera tmida contendo 5% de CO,. Apo6s 24h de incubagdo o
sobrenadante foi desprezado e adicionou-se a cada pogo MTT diluido em meio minimo
de Eagle (Minimum Eagle Medium - MEM), incubando-se as células a (37+1)°C por 4h.
Posteriormente, foi adicionada solu¢do de Sodium Dodecyl Sufate (SDS) SDS10%/ HC1
0,04 N e as placas foram re-incubadas por mais 14 a 16h e, 200puL foi transferido para
uma placa de 96 pogos onde foi lida a absorbancia em 595nm usando um leitor de
microplacas ASYS EXPERT PLUS. Para a andlise todos os dados foram expressos
como média = desvio padrao de 4 replicatas (n=4). Os dados foram analisados no
programa PRISM (version 4.00), sendo utilizado ANOVA seguido de pos-testes de
compara¢do multipla Dunnett ¢ Neuman_Keuls com nivel de significincia de 95%
(MANSUR, 2007, ASTM F813-01).

A morfologia da adesdo e proliferacdo celular foi avaliada por MEV ap6s o tempo de
cultura de 24h. Para a microscopia eletronica as amostras foram fixadas com
Glutaraldeido 2% por 16h. Apds a lavagem com PBS para remover o glutaraldeido
residual, as células semeadas sobre os filmes de Quitosana/PVA foram desidratadas em
uma série gradual de enxagilies em etanol aquoso (10-100% em incrementos de 10%)
por 20 minutos cada, antes de serem secos em reator com fluxo de nitrogénio por 4h e
mantidos em dessecador a vacuo por 12h. Apods a secagem atingir o ponto critico as
amostras foram cobertas com uma camada ultrafina de ouro e observadas em

microscopio eletronico de varredura (JSM 6360LV, JEOL/Noram) (COSTA, 2008)

4324 CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR POR PRODUCAO
DE OXIDO NITRICO IN VITRO

A adi¢do de células de macrofagos peritoneais murinos extraidas de camundongos de

linhagem C57BL/6 de 6 a 10 semanas de idade se d4 apds o tratamento do material,
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onde em cada poco foi semeado com 100.000 células em 200ul de meio RPMI 1640."
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). A placa foi mantida por 22h em estufa de
CO; (5%) a 37°C. Além dos pogos contendo as amostras, foram também semeados
controles celulares para comparagio no ensaio de Oxido Nitrico (NO) e de MTT. Um
controle negativo — Hidroxiapatita (HA) também foi adicionado. Dos 8 pogos contendo
replicatas dos materiais testados, 4 receberam células apenas com meio RPMI 1640. Os
demais receberam células com meio RMPI 1640 e com adi¢do de interferon-gama (IFN-
v) (60U/mL) e lipopolissacarideo (LPS) (0,2ng/mL), ambos estimulos para a producao
de NO.

Ap6s as 22h de cultivo, 100uL dos sobrenadantes de todos os pogos foram recolhidos e
transferidos para outra placa de 96 pogos. Foi executada também uma curva padrao de
NaNO, para quantificagdo do NO produzido pelas células (0-100nmol). Foi adicionado
o reagente de Griess em todos os pocos e 10 minutos apds procedeu-se a leitura

espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm.

A obtengdo das células de macrofagos peritoneais murinos se deu atendendo ao
protocolo N° 024/08 aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal

(CETEA) da UFMG em 13/06/2008.

44 PREPARACAO DAS MATRIZES DE HIDROGEL OBTIDOS
(SCAFFOLDDS 3D)

Os filmes com 85mm diametro das blendas Q/P/G(1:3:0), Q/P/G(1:3:1) ¢ Q/P/G(1:3:5)
foram montados de forma justaposta, dois a dois, pela fixa¢do superficial com
glutaraldeido, de maneira a se obter os pares: Q/P/G(1:3:0) - Q/P/G(1:3:1);
Q/P/G(1:3:0) - Q/P/G(1:3:5) e Q/P/G(1:3:1) - Q/P/G(1:3:5) (FIG. 4.2). A colagem se

" RPMI 1640 - Meio de cultura desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute em 1966 por Moore
seus colaboradores. Uma modificagdo do meio McCoy's 5A, foi formulada para suporte em suspensdo de
cultura de células limfoblastoéides, mas desde entdo tem se mostrado como suporte para uma ampla
variedade de células que dependem de ancoragem. Originalmente tinha a intengdo de ser usado como
suplemento ao soro, entretanto 0 RPMI 1640 tem se mostrado como suporte para linhagens celulares na
auséncia de soro. Ele tem sido amplamente usado em protocolos de fusdo e crescimento de células
hibridas (Sigma-Aldrich).
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deu pelo pincelamento de solugdo aquosa de GA 25% em uma das superfies dos filmes
e apos a montagem efetuou-se a prensagem em presa hidrdulica com uma carga de
19.620N sobre uma placa de area de (150 X 250)mm’. Apos a colagem os scaffolds
foram acondicionados em dessecador a vacuo até a preparagao das amostras e realizagao

dos ensaios de caracterizacao.

Forca

U

Filme 1

— yAdesivo

Filme 2

ﬁ

Forca
FIGURA 4.3 Esquema de obten¢ao da matriz 3D

4.4.1 CARACTERIZACAO DAS MATRIZES DE HIDROGEL 3D

O procedimento para determinacdo do grau de intumescimento, do indice de degradagao
das matrizes e avaliacdo das propriedades mecanicas foi executado conforme descrito

na se¢ao 4.2.2.

A deposicao biomimética de Ca-P através da imersdo em SBF foi adaptada de COSTA
(2006) e executada da seguinte forma: As amostras foram recortadas nas dimensdes de
(10 X 10)mm?, posteriormente foram secas em estufa a (40+2)°C até atingir peso

constante. Entdo as amostras foram colocadas em fracos de polietileno.

Cada amostra foi imersa em 20mL de solu¢do e deixada na temperatura de (36+1)°C em
banho-maria. A rota de imersdo consistiu em deixar o substrato em solu¢do SBF por 7

dias. Entdo, o SBF foi substituido por 1,4SBF e, uma semana depois, a solugdo foi
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substituida por nova solu¢ao de 1,4SBF. No final do periodo de imersdo (21 dias) as
amostras das matrizes foram removidas dos frascos, lavadas suavemente com agua
deionizada e secas a temperatura ambiente. A superficie das amostras tratadas
biomimeticamente foi analisada através de microscopia eletronica de varredura e

espectroscopia de energia dispersiva de elétrons.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS
5.1.1 QUITOSANA E PVA

5.1.1.1 DIFRACAO DE RAIOS X

A FIG. 5.1 apresenta os difratogramas obtidos a partir dos pos tanto da Quitosana (a)
quanto do PVA (b). O difratograma da quitosana evidencia dois picos, um de alta
intensidade em 19,8° (d=0,448nm) e um de menor intensidade em 37,7° (d=0,238nm) o
que caracteriza a presenca de uma fase cristalina, e uma ampla faixa abaixo dos picos,
variando de aproximadamente 8° a 80°, onde predomina a forma amorfa do material.
Conforme célula unitaria proposta por OGAWA (2004) os angulos evidenciados pelo
difratograma podem ser associados aos planos (2 0 0) e (1 2 4), respectivamente. Os
difratogramas também ndo apresentam reflexdes de 10° e 15° associadas a cristais
hidratados e anidros, respectivamente (OGAWA, 1991). A partir do difratograma da
matéria-prima em po estimou-se a cristalinidade de 24% a 23% para a quitosana e PVA,

respectivamente.

—~
O
=

@
(200) 104 (107)

0,8 -
0,8+

0,6 (200)

0,6
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0,4

0,2+ 0,2
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FIGURA 5.1 Difratogramas das matérias primas: Quitosana (a) e PVA (b)
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Estes resultados sdo endossados pela literatura (ARVANITOYANNIS, 1999;
OKUYAMA et al. 1999; OGAWA et al. 1992) onde a quitosana apresenta uma célula
unitaria ortorrombica com cadeia de hélice dupla estabilizada por ligacdes de

hidrogénio com orientacdo gauche-trans.

A FIG. 5.2 apresenta uma imagem 3D das fibras de quitosana simuladas in silico no

software ACDIab”™ 10.0 evidenciando os impedimentos na conformagio espacial.

FIGURA 5.2 Estruturas tridimensional in silico das fibras de quitosana

CLARK e SMITH (1936) sugerem uma estrutura ortorrdmbica com célula unitaria com

a=0,89nm, b=1,025nm e c=1,70nm embora ndo excluam a possibilidade de uma

estrutura monoclinica com B=88°.

MAZEAU et al.(1994) apresentam uma célula unitaria com a=0,807nm, b=0,844nm e

c¢=1,034nm (eixo da cadeia). Esta célula contém duas cadeias de quitosana antiparalelas,
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cada molécula sendo localizada a duas voltas de hélice paralela ao eixo ¢, e ndo ha

molécula de dgua dentro da célula.

OGAWA et al. (2004) apresenta uma célula unitaria com a=0,895nm, b= 1,697nm e
c¢=1,034nm também com uma estrutura em ziguezague e existem moléculas de agua na
célula unitdria o que aumenta a dimensdo “b” em relagdio a MAZEAU de
aproximadamente duas vezes, porém sugere uma conformacdo tridimensional
polimoérfica onde a quitosana pode facilmente mudar sua conformagdo de hélice
estendida de duas voltas para outra pela formagado de sais com acidos ou pelo tratamento

térmico acima de 200°C.

O difratograma do PVA com grau de hidrolise de 80% apresentou trés picos
caracteristicos de presenca de fase cristalinidade em 19,4° (d = 0,457nm) (alta
intensidade), 22,5° (d = 0,395nm) (menos definido) e 40,3° (d = 0,224nm) (menor
intensidade) e uma ampla faixa abaixo dos picos, variando de aproximadamente 10° a
75°, onde predomina a forma amorfa do material. A partir do difratograma estimou-se a

cristalinidade de 22 a 24%.

BUNN in RICCIARDI et al. (2004) apresenta a célula unitdria monoclinica com
pardmetros: a=0,781nm; b=0,252nm; ¢=0,551nm e $=91,42° que foi a célula utilizada
para avaliar os resultados obtidos no ensaio de difragdo. Os planos sugeridos
apresentam espacamento planares muito semelhantes aos obtidos por nossos estudos,
sugerindo que a estrutura também seja atatica e a cadeia com conformacao transplanar.
A estrutura cristalina ¢ composta de duplas camadas de moléculas ligadas por ligagcdes
de hidrogénio, enquanto fracas forcas de Van der Waals atuam entre as camadas. Uma
parte das estruturas da cadeia de PVA conduz a pequenas regides ordenadas (cristalitos)

espalhadas de forma desordenada numa matriz polimérica amorfa.

CHO et al, (1999) apresentam varias células unitarias fung¢do de diferentes
sindiotaticidades ¢ o PVA com 51,2% de grau de sindiotaticidade apresentou célula
unitaria monoclinica com pardmetros: a=(0,763%£0,002)nm, b=(0,254+0,001)nm,

¢=(0,54140,001)nm e f=91,240,1° muito semelhante a célula de BUNN (1948).
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5.1.1.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A FIG. 5.3 apresenta o espectro de infravermelho da quitosana com GD=75,6% a partir
de um disco de QUI/KBr e a Tabela 5.1 relaciona as bandas e a posi¢ao dos picos dos
grupos quimicos associados a estrutura quimica do polissacarideo. O espectro apresenta
a estrutura quimica do polissacarideo parcialmente desacetilado, evidenciando as
estruturas glicosamina e acetamido. A quitosana ¢ uma amino glicose caracterizada por
uma pequena porcao de acetatos ligada a amida. O espectro de infravermelho apresenta
um amplo pico de absor¢io em 3435cm™, que estd associado ao N-H, a ligacio de

hidrogénio e ao estiramento O-H.

Na banda do estiramento do C-H o pico de 2922cm™ (com menor intensidade)
corresponde & vibragdo assimétrica e o pico de 2879cm™ (com maior intensidade) a
vibragao simétrica. Além disso na banda caracteristica da deformag¢ao angular do CH,

(tesoura) aparece o pico de 1423cm™.

C=0
| CH,
Estrutura Sacaridea
’(G? -
2
o
2
«C OH H
= - OHH
5 . L
S S ow H  NH,
= H
H NH,
Aminalll c-0
T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Ntmero de Onda (cm™)

FIGURA 5.3 Espectro de FTIR e estrutura quimica da Quitosana com GD=75,6%
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TABELA 5.1 — Numeros de onda e grupos caracteristicos da quitosana
GRUPOS GRUPOS
MAT. Bﬁ:’;'nl?l)AS QUIMICOS | MAT. B/(*C'jn[.){)*s QUIMICOS
ASSOCIADOS ASSOCIADOS
3570 — 3200 v OH ligado .
QUI 3450 v N-H, QUI 1321 v C-N (primaria)
2955 — 2845 v C-H -
QUI 2922 (assimétrico) QUI 1260 v C-N (secundaria)
. v COC (estrutura
QUI 2878 v C-H (simétrico) | QUI | 1154 ¢ 896 sacaridea - B-1-4)
1900 — 1500 . _ 1160 A
QUI 1658 Amida [: vC=0O QUI 1154 v - ponte de oxigénio
1300 —
QUI 16501550 ON-H (I) QUI 1000 v C-0 (ciclico)
1658 — 1630
1070
Qur | P SN-H() | QUI | 1030 v C-0 (ciclico)
1465 S0OH e
QUI 1423 CH, (tesoura) | 20 897 vC-0
1340 — 1250 e 1640 — v C=N (fraco)
QUI 1379 OC-N (tercidria) | QUI 1690 (Base .Schiff)

v=estiramento; 8= dobramento (deformacao) (WANG, 2004; BRUGNEROTTO, 2001)

Devido ao grau de desacetilacdo da quitosana aparece o pico da ligagdo amida e o

estiramento da ligagio C=0 em 1658cm™. Os picos de 1321cm™, 1260cm™, 1379cm’™

correspondem as fortes vibragdes de dobramento da ligacao N-H primaria, secundaria e

terciaria, respectivamente. As vibragdes fora do plano da ligagdo C-H correspondente a

estrutura sacaridea aparecem em 1154cm™ e 896cm™.

BRUGNEROTTO e colaboradores (2001) apresentam um resumo sobre os métodos

utilizados recentemente para avaliar o grau de desacetilacdo de quitina e quitosana a

partir do espectro de infravermelho onde se verifica a utilizagdo das bandas de

referéncia como sendo as de: 34500m'1; 28780m’1; 143Ocm'1; 10700m’1; e 1030cm™ € as

bandas caracteristicas como as de: 1655cm™; 1630cm™, 1560cm™, além de sugerir, que

para qualquer GD de quitina ou quitosana, as bandas de 1420cm™ ¢ 1320cm™, como de

referéncia e caracteristica sdo mais estaveis independentemente da técnica, estado ou

estrutura secundaria (BRUGBEROTTO, 2001).
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A partir da Eq. 5.1 e utilizando os valores de absorbancia das bandas de 1320cm™ e
1420cm™ obtém-se o GD de (80 + 5%) (n=3) que corresponde a um desvio de 7% em
relagdo ao valor fornecido pelo fabricante que ¢ de 75,6%, evidenciando razoavel

aproximacao.

A _ (38224 0,03133 % (100— GD)
1420 (5 1)

A FIG. 5.4 mostra a estrutura quimica e o espectro de FTIR tipico do copolimero
PVA/PVAc parcialmente hidrolisado.O grau de hidrélise foi estimando a partir da
relagio das bandas do espectro de FTIR associadas ao grupo C=0 (~1730cm™) do
acetato e ao estiramento do grupo C-H (~2937cm™), conforme MANSUR (2007)
obteve-se um GH de 86% para o copolimero com desvio de 7,5% em relagdo ao
apresentado pelo fabricante. Considerando uma variagdo associada a técnica da ordem

de 4% o valor evidencia boa correlagao.

A TAB. 5.2 apresenta as principais bandas de FTIR e grupos quimicos usualmente

associados ao copolimero PVA.

TABELA 5.2 — Nimeros de onda e grupos caracteristicos do PVA e PVAc

GRUPOS GRUPOS
MAT. Bﬁ:':'n[_)l)AS QUIMICOS | MAT. B@%Q)AS QUIMICOS
ASSOCIADOS ASSOCIADOS
PVA ¢ V(OH) PVA 5 (OH) — C-OH
pvae | 3550-3200 | ¥OW 1329
PVAC | Jour oe70 v(CH) PVA 154 ve(=CO-C)
PVACc
PVAc | 17271712 v(C=0) PVA 1084 v(C-0)-C-OH
PVA ¢ 5 (OH) PVA ¢ 5 (CH) — CH,
PVAc | 16301630 1 Sy oH PVAc 922
PVA | 1461—1417 | 5(CH)—CH, | PVA 842 v(C-C)
PVA 1366 8 CH— R-CHs

v=estiramento; &= dobramento (deformacao) (MANSUR, 2007; MANSUR, 2005a)
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FIGURA 5.4 Espectro de FTIR e estrutura quimica do PVA com GH=80

5.1.1.3 TITULACAO POTENCIOMETRICA

A FIG. 5.5 apresenta a curva de titulacao potenciométrica obtida a partir da solucao de
quitosana. A diferenca de volume entre os pontos de inflexdo corresponde ao acido
consumido para a protonacdo dos grupos amina e permite a determina¢do do GD da
quitosana (TOLAIMATE, 2000). Apds a correcao do valor da concentragdo de NaOH
obtém-se o valor de 76% para o GD (TAN, 1998).

O grau de desacetilacdo exerce influéncia determinante no comportamento fisico
quimico, mecanico ¢ biolégico do biopolimero, pois a relagdo entre o nimero de grupos
glicosamina e N-acetilglicosamina presentes na quitosana controlam o grau de
reticulagdo. Quanto mais alto o GD na quitosana maior serd o grau de ligagdes cruzadas
covalente independentemente da massa molar (GUPTA, 2006; DRAGET, 1996). O GD
aumenta o niumero de grupos amino livres que modificam as interagcdes hidrofobicas
com a agua e ajudam a controlar o grau de reticulagao na presenca de qualquer tipo de

agente reticulador.

GUPTA (2007) ainda observou que a hidrofobicidade apresentou uma tendéncia de

aumento com o aumento do grau de ligacdes cruzadas. Além disso, quitosana com alto
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GD (75%) ¢ hidrofilica em comparacdo com quitosana de baixo GD (48%), mas essa
caracteristica se inverte quando reticulada com glutaraldeido. Devido a hidrofilicidade
em maiores GDs a solubilidade em solucdes aquosas acidas ¢ facilitada. Maiores GD
também favorecem a maior indice de intumescimento e de difusdo. Em GDs acima de
50% observa-se que a quitosana apresenta as propriedades: bacteriostaticas contato-
dependente, adesdo, espalhamento e proliferacdo celular notadamente em massas
molares superiores a 3,1x10° g/mol, embora a dependéncia sobre a massa molar é

menos evidente (SARASAM, 2008; HSU, 2004; WENLING, 2005; SANO, 2002).
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FIGURA 5.5 Curva de Titulagdo Potenciométrica e derivada primeira da Quitosana —

GD =75,6%

WENLING (2005) relatou que, para massa molar constante igual a 8,7x10°g/mol,
quando o GD aumenta de O para 50% o teor de glicosamina aumenta, mas a
regularidade quimica da cadeia diminui. Entretanto quando o GD aumenta de 50 a
100% tanto o teor de glicosamina quanto a regularidade da cadeia aumentam, isto
implica diretamente no grau de cristalinidade do material. Dai o fato de que em relagdo
as caracteristicas mecanicas observa-se que o aumento do GD aumenta relativamente a
tensdo de ruptura e o mddulo de elasticidade, e diminui a deformag¢do implicando em

maior fragilidade do material.

Quanto as caracteristicas biologicas, MUZZARELLI (1997) ressalta que bandagens de

ferida sdo despolimerizadas pela lisozima e N-acetil-B-D-glicosaminidase e que a ag¢do
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dessa enzimas permite a reabsor¢do da bandagem e liberagdo de N-acetilglicosamina,
glicosamina e seus oligdmeros que exercem agdes benéficas tais como ativacdo de
macrofagos e em parte sdo incorporadas em sulfato de dermatam, sulfato de condroitina
e acido hialurdnico. Além disso a acdo hidrolitica da lisozima, quitinase e N-acetil-f-D-
glucosaminidase que produzem quitooligdmeros onde a glicosamina, que ¢ uma droga
anti-inflamatodria sintetizada no corpo humano a partir da glicose, ¢ incorporada em
glicosaminoglicanos e glicoproteinas. Esses quitooligdmeros sdo ainda capazes de ndo
somente ativar macrofagos e promover a deposicdo de coldgeno, mas também serem
incorporados dentro de componentes da matriz extracelular que parece ser a atividade

chave exercida pela quitosana na reconstrucao de tecidos fisiologicamente normais.

LI (2007) analisando a influéncia do GD e da massa molar (MW) sobre o efeito da
degradacdo observa que relativamente menores GD apresentam maiores taxas de
degradacdo enzimadtica inicial e em menores MW apresentam taxas mais rapidas de

degradacdo.

Disso pode-se concluir a utilizagdo de uma quitosana com GD de 75% e massa molar de
1,6x10°g/mol favorecem a dissolugdo em solugdes aquosas 4cidas, apresenta
propriedades de intumescimento e mecanicas meédias, e caracteristicas bioldgicas
adequadas para utilizacdo em engenharia de tecido pois a hidrdlise pela lisozima ¢
ineficaz em quitosana totalmente desacetilada e pouco efetiva na a-quitina. Entretanto,

os melhores resultados sdo em quitosana com GD de aproximadamente 80%.

52 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE HIDROGEL

52.1 AVALIACAO QUALITATIVA

A FIG. 5.6 apresenta os filmes de quitosana e PVA puros, as blendas de QUI/PVA sem
reticulacdo e reticulados com 1,0% e 5,0% de GA. Os filmes apresentaram-se com
espessura de (75 £ 25um) mas ajustando-se o volume de solugdo no molde obteve-se

espessuras finais variadas.
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FIGURA 5.6 Filmes das blendas de QUI/PVA, quitosana ¢ PVA puros e reticulados
com 1% e 5% de GA

TABELA 5.3 - Avaliagdo qualitativa dos filmes moldados

Q/P/G Observacoes Esp.(um) £10%
(0:1:0) Transparente, flexivel 50
(1:0:0) Esbranquicado, flexivel, segregado 110
(1:3:0) Transparente, flexivel 110
(1:1:0) Transparente, flexivel, segregado 75
(3:1:1) | Transparente, flexivel, pouco segregado 65
(0:1:1) Transparente, flexivel 50
(1:0:1) Amarelo claro, segregado 80
(1:3:1) Amarelo claro, pouco segregado 80
(1:1:1) Amarelo claro, segregado 90
(3:1:1) Amarelo claro, pouco segregado 90
(0:1:5) Segregado, flexivel 50
(1:0:5) Amarelo escuro, segregado 95
(1:3:5) Amarelo escuro, segregado 75
(1:1:5) Amarelo escuro, segregado 80
(3:1:5) Amarelo escuro, segregado 110
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A TAB. 5.3 apresenta a avaliagdo qualitativa e dimensional das caracteristicas
observadas nos filmes moldados no que diz respeito coloracdo, flexibilidade e aspecto

visual.

Ao avaliar as propor¢des de QUI/PVA nenhum desvio foi observado no que diz respeito
a solubilidade, miscibilidade mas provavelmente devido ao processo de secagem lento
ocorreram algumas regides com aparéncia diferenciada que podem estar associadas a
segregacdo de fases. Com o aumento de quitosana e GA os filmes se tornaram mais
quebradicos devido a diminui¢do da mobilidade das cadeias poliméricas e amarelados o

que esta pode estar relacionado a presenga do grupo C=N.

5.2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os filmes foram analisados por MEV e a FIG. 5.7 apresenta as imagens tipicas de
superficie e da seccdo transversal obtidas das blendas. Foi observado na blenda
Q/P/G(1:3:1) marcas escuras sugerindo a presenga de vazios que surgiram durante o
processo de secagem, provavelmente devido a separagdo de fase conforme mencionado

por (DON, 2006), funcao da propor¢do QUI/PVA.

5.2.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A FIG. 5.8 apresenta o grupo de espectros dos filmes de quitosana reticulados. A
reticulacdo quimica da quitosana com o GA ocorre a partir do nitrogénio nucleofilico do
grupo amino (-NH;) que reage com o carbono do aldeido, o qual desloca o oxigénio do
aldeido e resulta na perda da molécula de 4gua formando assim a ligagdo C=N

(~16480m'1), base de Schiff (WANG, 2004; ROKHADE, 2007).
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FIGURA 5.7 - Filmes de Q/P/G(1:3:1),vista superficial (A), se¢do transversal (B); Q/P/G(1:1:1),vista superficial (C), secdo transversal
(D); Q/P/G(3:1:1),vista superficial (E), secdo transversal (F).
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FIGURA 5.8 Espectros de FTIR dos filmes Q/P/G(1:0:0) (a); Q/P/G(1:0:0,5) (b);

Q/P/G (1:0:1) (c) e Q/P/G (1:0:5) (d).

A FIG. 5.9 apresenta o espectro de infravermelho da Quitosana ¢ PVA puros, bem
como, das blendas obtidas de QUI/PV A sem reticulagdao. Observa-se um alargamento na
banda de 3200cm™ a 3600cm™ normalmente atribuida ao estiramento do OH, ¢ ao -
NH,. Com o aumento do teor de quitosana na blenda também se observa um aumento
na banda de 1730cm™, normalmente atribuida ao estiramento da amida (C=0), bem
como a banda de 1250cm™ que pode ser atribuida a deformagdo do -NH;", estiramento
do CO e deformagdo do OH ocorrida devido a mistura dos polimeros. (WANG, 2004;
RAO, 2006).

Em ambiente 4cido, entretanto, -NH; "™ (1548cm™) tem mais possibilidade de se formar,

pois ele reduz significativamente a nucleofilicidade do nitrogénio, diminuindo a

atividade da reacao da base de Schiff (RAO, 2006; WANG, 2004).
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Semelhante ao obtido por MONTEIRO JR. (1999) ¢ WANG e colaboradores (2004),
comparando os espectros de FTIR, primeiramente observa-se a banda de 1648cm™,
atribuida a ligagdo imina (C=N), ¢ a segunda em 1558cm™ associada & ligagio amina(-
NH,). Na regido de 1720cm™, relacionada aos grupos aldeidos livres (-CHO), ndo se
observam variagdes com o aumento do teor de GA o que sugere que todo o GA foi
ligado, possivelmente, em fun¢do da relagdo de grupos aminas disponiveis na quitosana

e dos grupos carbonila do GA.
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FIGURA 5.9 Espectros de FTIR dos filmes de Q/P/G(1:0:0) (a); Q/P/G(3:1:0) (b);
Q/P/G(1:1:0) (c); Q/P/G(1:3:0) (d) e Q/P/G(0:1:0) (e).

A partir dos espectros normalizados em ralagdo a absorbancia associada ao anel
glicosidico obsera-se que o aumento do teor de GA também causa um aumento na
intensidade da freqiiéncia de 1562cm™ associada as ligagdes etilénicas; ¢ o mesmo
comportamento foi observado na freqiiéncia de 2922cm™ relativa ao estiramento dos
grupos C-H. Este fato pode ser atribuido ao aumento das contribui¢cdes da molécula de
GA na reacdo QUI-GA que promove o aumento na reticulacdo da cadeia. O aumento da
intensidade das bandas relativas a ligacdo imina também sugere que a reticulagdo da
quitosana pelo GA ocorre preferencialmente via base de Schiff no carbono 2 do anel

glicosidico em detrimento da ligacdo com os grupos hidroxilas nos carbonos 3 ¢ 6, as
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FIG. 5.10 e FIG. 5.11 evidenciam essas observacdes (COSTA JR., 2008; COSTA JR.,
2007).
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FIGURA 5.10 Relacdo das intensidade das bandas da amina e a concentragdo de GA na

quitosana.
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FIGURA 5.11 Relagdo entre a intensidade das bandas da imina e a concentragdo de GA

na quitosana.

A TAB.5.4 apresenta o excesso de grupos reativos disponiveis por mol de polimero em
relacdo aos grupos aldeidos do glutaraldeido considerando que as ligagdes entre
aldeidos ndo ocorram e que nao ocorra reacao entre a Quitosana e o PVA, ou seja, a

blenda seja uma rede interpenetrada com cadeias dos dois polimeros.
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A reacdo do glutaraldeido com a amina em pH 4-5 ¢ mais rapida e a energia de liga¢ao
da imina formada conforme a Eq.5.2 ¢ de 615,5kJ e a ponte acetal formada conforme a
Eq.5.3 tem grande reversibilidade em meio 4cido e a energia de ligacdo entre o carbono
e o oxigénio ¢ de 358,0kJ, isso sugere que, no caso das blendas, a reacao de reticulagao
entre a amina e o aldeido tem preferéncia e maior estabilidade nesse sistema (COSTA
JR., 2008; PRASHANTH, 2007, SOLOMONS, 2006;
http://www.cem.msu.edu/~reusch/OrgPage/bndenrgy.htm acesso em 21/10/008).
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TABELA 5.4 — Excesso de grupos reativos por mol

Qﬁ%ﬁ‘; | 1% de GA | 5% de GA
0:1) 363.6 727
(13) 290.3 58.1
(1:1) 217.0 434
G:1) 143.7 28.7
(1.0) 70.5 14.1

A FIG. 5.12 apresenta as formas de reticulagdo da Quitosana ¢ PVA com a formagao
das ligacdes imina (a) a partir da base de Schiff e ponte acetal (b) obtida a partir da
ligacdo C=0 do aldeido com grupo OH do alcool.

A FIG. 5.13 apresenta o espectro tipico de FTIR relativo as blendas nas propor¢des de
25% de quitosana e de 75% PV A (em massa de polimero) onde se observa os picos das
bandas de 1110cm™, 1650cm™ e 1638cm™ associadas respectivamente a reticulagio do
PVA e a formagdo do grupo imina a partir da amina da quitosana (WANG, 2004; RAO,
2006) durante a reticulagdo pelo GA. A reagdo do PVA com o GA resulta em alteragdes
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significativas nas bandas relativas ao O-H, normalmente associadas a formacao de ponte

acetal (MANSUR, 2007).
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FIGURA 5.12 Reticulagdo da Quitosana (a) e PVA(b)

Absorbancia (u.a.)
|

T
1500

Nidmero de onda (cm'1)

T
1000

FIGURA 5.13 Espectro de FTIR das blendas de Q/P/G(1:3:0)(a), Q/P/G(1:3:1) (b) e

Q/P/G(1:3:5) (c).

Na FIG. 5.14 observa-se a estrutura da quitosana tridimensional in silico reticulada com

glutaraldeido.




CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO 73

A

FIGURA 5.14 Imagem 3D das fibras de quitosana rticuldas com Glutaraldeido

A FIG. 5.15 e a FIG. 5.16 apresentam a evolucdo da formac¢do de iminas com a redu¢do
das aminas devido a reticulagdo da quitosana pelo GA, onde as absorbancias foram
normalizadas para a banda de 3276cm™ associada ao grupo C-H, e a evolugio da banda
de 1100cm™ devido reticulagio do PVA formando pontes acetais entre o PVA e o GA.
Observa-se claramente que com o aumento do agente reticulante ocorre o aumento de
intensidade da banda relativa a imina com proporcional redu¢do da banda associada ao
grupo amina e o aumento da intensidade da banda de 1100cm™ associada a formagio

das pontes acetais com o PVA.
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FIGURA 5.15 Evolucao das bandas de formacao de Imina (C=N) e redu¢ao de Amina
(NH;), durante a reticulacdo da quitosana pelo GA na blenda Q/P(1:3).
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FIGURA 5.16 Evolugéo da banda de 1110cm™ durante a reticulagio do PVA

5.2.4 DIFRACAO DE RAIOS-X

A cristalinidade apresentada pelo filme de Quitosana puro e com 1% e 5% de agente
reticulante foi avaliada a partir do difratograma pela relagdo entre a drea sobre o pico e a

area total sobre a curva. O valor encontrado para a cristalinidade dos filmes variou de
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18% a 23% que constitui uma diferenca pouco significativa na influéncia sobre a
ordenagdo cristalina no filme. Isso sugere que ligagdes podem estar ocorrendo nas

regides amorfas. O efeito da variacdo ¢ observado no difratograma da FIG. 5.17.
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FIGURA 5.17 Difratograma da quitosana pura e com [GA] de 1,0% e 5,0%, (a), (b) e

(c),respectivamente.

Segundo a literatura os halos em torno de 10,4° (0,844nm), 15° (0,583nm) , 19,8°
(0,44nm) , e 26,3° (0,338nm) e considerando a célula unitaria proposta por OGAWA
(2004) podemos associar as reflexdes aos planos (0 2 0); (1 2 0); 20 0)e (2 0 2),
respectivamente (BEPPU, 2007; OGAWA, 2004; OKUYAMA, 1999; OGAWA, 1991).

Em amostras tratadas termicamente observa-se o desaparecimento das reflexdes do
angulo de 10° associadas ao plano (0 2 0) e o aumento da intensidade das reflexdes em
torno do angulo de 15° associadas ao plano (1 2 0) (OGAWA, 1991). No nosso estudo a
reticulacdo da quitosana pelo glutaraldeido induz a atenuagdo do pico que dependem
exatamente da quantidade de 4gua (0 2 0). Observa-se também que o GA também induz
ao incremento do halo em torno de 19,8° associado ao planos (2 0 0) evidenciando
alteragdes nas espécies que sdo responsaveis pelas ligacoes de agua semelhante ao

observado por BEPPU (2007).

J& nos filmes de PVA observa-se pelo difratograma (FIG. 5.18) uma ligeira alteragdo no

ombro relativo as reflexdes do plano (2 0 0) e o alargamento das reflexdes evidenciando
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0 pequena variacdo da regido amorfa com o aumento do teor de reticulante presente no
filme, entretanto os valores de cristalinidade variam de 23% a 23,8%, ou seja o agente

reticulante exerce pouca influéncia na organizagao cristalina do PVA.
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FIGURA 5.18 - Difratograma dos Filme PVA — (a) Q/P/G(0:1:0); (b) Q/P/G(0:1:0,5);
(c) Q/P/G(0:1:1); (d) Q/P/G(0:1:3); (e) Q/P/G(0:1:5)

No caso das blendas observa-se que a adicdo de GA promove relativa diminui¢do da
regido cristalina e alteragdes na regides (I), (II), (III) e (IV) evidenciadas no
difratograma da FIG. 5.19. Na regido (I) associada ao halo relativo as ligagdes de agua
da quitosana apresentam uma redu¢do com o aumento do teor de GA desaparecendo a
partir da blenda com 3% de glutaraldeido. As regides (II), (III) e (IV), onde se
sobrepdem os halos principais tanto da quitosana quanto do PVA, apresentam um
alargamento indicando o aumento da regido amorfa da blenda. Como observado nos
filmes de quitosana e PVA separadamente o agente reticulante parece ndo oferecer
grandes alteragdes no arranjo cristalino da blenda pois o grau de cristalinidade variou de
22,2% a 24,5%, o que ndo caracteriza uma alteracdo significativa e sugere que as

ligagdes de reticulacdo estejam ocorrendo principalmente na regido amorfa do material.
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FIGURA 5.19 - Difratograma de filmes da Blenda de quitosana /PVA, (a)
Q/P/G(1:3:0); (b) Q/P/G(1:3:0,5); (c) Q/P/G(1:3:1); (d) Q/P/G(1:3:3);(e) Q/P/G(1:3:5)

525 PROPRIEDADES MECANICAS

Todas as amostras foram preparadas com espessura média de (213um + 106um) para
assegurar uma secao transversal isenta de defeitos, a partir da mistura das solu¢des de
quitosana ¢ PVA nas proporg¢des evidenciadas pela TAB. 1 e secas por evapora¢ao do
solvente apds o ajuste do pH das solugdes para (4,00 £ 0,05). A TAB. 5.5 apresenta os
valores médios dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia mecanica a tragao

(n>4).

A FIG. 5.20 apresenta um grafico tipico de um ensaio de tragdo do PVA GH=80%. O
modulo de Elasticidade ¢ estimado a partir inclinagdo da parte linear do grafico e a
deformacao especifica (DE) corresponde a razao da variagao de comprimento (Al) pelo
comprimento inicial (£p) em porcentagem. A tenacidade corresponde a area sobre a

curva até o colapso do corpo de prova (CDP).
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TABELA 5.5 —Valores de Tensao de tragdo, Deformacdo Especifica, Mdodulo de
Elasticidade e Tenacidade com Respectivos Desvios Padrio. (n>4)
Tensdo de tracdo e desvio padrao (MPa)
[GA] Q/P(0:1) Q/P(1:3) Q/P(1:1) Q/P(3:1) Q/P(1:0)
média | d.p. |média| d.p. | média| d.p. | média| d.p. | média| d.p.
0 20,0 | 2,9 18,0 1,6 17,3 3,7 | 253 5,1 49,6 | 9,5
1 17,1 2,2 133 | 2,6 122 | 30 | 21,8 | 44 | 339 | 22
5 18,4 1,9 10,1 1,5 12,7 | 24 17,0 | 4,7 | 28,0 | 24
Deformagao e desvio padrao (%)
[GA] Q/P(0:1) Q/P(1:3) Q/P(1:1) Q/P(3:1) Q/P(1:0)
média | d.p. |média| d.p. | média| d.p. | média| d.p. | média| d.p.
0 248 29 107 7 100 8 83 9 45 5
1 269 28 30 7 48 12 17 3 34 8
5 254 19 30 9 36 9 6 3 17 7
Tenacidade e desvio padrdo (MJ/m’)
[GA] Q/P(0:1) Q/P(1:3) Q/P(1:1) Q/P(3:1) Q/P(1:0)
média | d.p. |média| d.p. | média| d.p. | média| d.p. | média| d.p.
0 342 | 7,2 148 | 6,9 8,9 3,1 14,0 | 4,1 16,8 | 3,0
1 30,5 5,4 2,9 1,2 2.4 1,7 1,6 1,3 8,4 3.8
5 274 | 43 1,9 0,7 3,4 1,3 1,4 1,3 3.8 1,7
Modulo de elasticidade e desvio padrdao (MPa)
[GA] Q/P(0:1) Q/P(1:3) Q/P(1:1) Q/P(3:1) Q/P(1:0)
média | d.p. | média| d.p. | média| d.p. | média| d.p. | média| d.p.
0 74 15 118 56 96 28 441 131 829 | 35
1 75 17 149 15 75 10 634 | 215 | 1024 | 110
5 92 17 111 10 210 60 926 177 | 913 238
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FIGURA 5.20 Grafico Tipico de Tensao de tragdo X Deformagio especifica do PVA
GH=80%
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A FIG. 5.21 apresenta os graficos de tracdo com as curvas de Q/P/G(0:1:0) (a),
Q/P/G(1:3:0) (b), Q/P/G(1:1:0) (c), Q/P/G(3:1:0)(d) e Q/P/G(1:0:0) (e). Observa-se que
as blendas apresentam propriedades mecanicas intermedidrias entre os componentes

puros.

O comportamento apresentado pelas blendas das curvas (b) e (c¢) onde se observa um
desvio da idealidade, sugere uma transi¢do ductil-fragil provavelmente induzido pelo
método de secagem dos filmes. Analisando o polimorfismo e a cristalinidade da
quitosana OGAWA at al. (1992) observa que em menor peso molecular formam-se

filmes continuos, entretanto muito frageis.

A FIG. 5.22 evidencia que o aumento do teor de quitosana nas blendas até a proporcao
de 50% para qualquer propor¢do de reticulante reduz a tensdo maxima do filme e a
partir do teor de 50% o aumento da razdo de quitosana na mistura implica no aumento
da tensd@o maxima de tracdo. Estudando blendas QUI/PEO apenas nas razdes de 50/50
até¢ 100/0 ZIVANOVIC (2007) também observou que o aumento de quitosana nas

misturas aumentava a tensao tracao.
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FIGURA 5.21 Grafico de Tensdo x Deformagdo apresentando as curvas dos filmes das

blendas Q/P/G(0:1:0) (a), Q/P/G(1:3:0) (b), Q/P/G(1:1:0) (c), Q/P/G(3:1:0) (d) e
Q/P/G(1:0:0) (e)
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FIGURA 5.22 Influéncia da concentragdo de quitosana na tensdo maxima de tragdo.

Sem GA(a), 1% de GA(b) e 5% de GA(c).

Os filmes de quitosana apresentaram valores de S0MPa e 45% para resisténcia maxima
a tragdo e deformagdo especifica , respectivamente. O resultado de tensdo tragao ¢ mais
elevado do que o publicado por CHEN (1996) que obteve resisténcia a tragdo de
23MPa. A diferenca ¢ atribuida aos detalhes de processamento durante a preparagdo do
hidrogel, tais como, pH e temperatura de secagem que no nosso trabalho foi,
respectivamente, de pH=(4,00+0,05) e secagem a temperatura ambiente, enquanto com
CHEN foi pH=4,5 ¢ temperatura de secagem de 50°C. Além do mais, o tempo de
formacao de sua membrana foi mais curto do o que o usado no presente trabalho. Maior
tempo de formagdo do filme tende a favorecer ao rearranjo molecular, como ocorre
durante o processo de secagem, resultando na formag¢dao de uma estrutura mais

ordenada que aumenta a cristalinidade e conseqilientemente a tensao maxima.

Assim, ¢ importante apontar que alguns parametros de processamento como por
exemplo, o grau de desacetilagao da quitosana, o pH da solucdo, o perfil de secagem do
solvente, o uso de plasticizante ¢ o procedimento de mistura podem em conjunto
influenciar todas as propriedades mecédnicas como relatado na literatura onde os
resultados de resisténcia a tragdo e deformacao especifica variam de 1,4 a 57,2MPa e de
3,5 a 115%, respectivamente (ARVANITOYANNIS, 1997; RAO et al. 2007
BAHRAMI et al. 2003; LIU et al. 2005; CHEN, 1996). Em resumo, no que diz respeito
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as propriedades mecanicas os resultados obtidos para as blendas de QUI/PVA nesta
pesquisa sdo convenientes para aplicacdo potencial como substituto de pele que tem
valores tipicos de tensdo de tragdo na faixa de 2.5-16MPa (XU et al. 2008; CERVERA
et al. 2004; BAHRAMI et al. 2003)

Na FIG. 5.23, exceto para a blenda de Q/P(1:3) onde, significativamente o aumento de
[GA] (0, 1 e 5%) ndo altera o valor da tensdo maxima, como observado também no
PVA puro; todas as demais blendas inclusive a quitosana pura sofreram uma redugdo na
tensdo maxima. A inclusdo do reticulante GA reduziu a tensdo maxima das misturas
contrariamente ao observado por BAHRAMI (2003) e ROKHADE (2007). J4 SILVA
(2004), analisando o efeito da reticulagdo da quitosana com o GA em amostras imersas
em solugdo salina isotonica (NaCl 0,145M e pH=(7,4%0,02)), simulando condi¢des com
fluido corporal, a temperatura ambiente ¢ a 37°C, observou que o modulo de tragio
diminui quando pequenas quantidades de GA s3o usadas como reticulante ¢ que o
mesmo aumenta para concentracdes de GA acima de 10%, sugerindo ainda que a
resisténcia minima obtida para 1% de GA pode estar relacionada com o alto grau de
hidratacdo alcancado pela amostra durante o ensaio de tracdo. Relata também que
resultados similares foram obtidos para amostras ensaiadas na condi¢do de ambiente
seco. Além disso, BERGER e colaboradores (2004b) analisando hidrogéis de quitosana
reticulados covalentemente, notou que a rea¢do de reticulacdo pode induzir mudancas
conformacionais da quitosana como observado por NMR quando reticulada com

1,1,3,3, tetrametoxipropano ¢ GA.

Nesse caso com a propor¢ao de GA utilizado ocorre o aparecimento de tensdes internas
na estrutura das blendas tornando-as mais frageis. Entretanto apesar da desordem
cristalina provocada pela reticulacdo quimica, conforme evidenciado pelo ensaio de
DRX, a reducao na tensdo méaxima nao ¢ tao significativa devido ao aumento do niimero

de ligagdes covalentes (C=N) evidenciados pelo FTIR.



Tensao Maxima (MPa)

CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO )

Concentragao de reticulante [GA%]

FIGURA 5.23 Influéncia da concentragdo de GA na tensdo maxima de tracdo. PVAR ,
Q/P(1:3) [, Q/P(1:1) ¥, Q/P(3:1) W, QUI E=.

A FIG. 5.24 apresenta a relagdo entre a concentracdo de quitosana e a deformacgdo
especifica e a FIG. 5.25 a relacdo entre a concentragdo de GA e a deformagdo
especifica. Observa-se a reducdo da deformacdo tanto com o aumento do teor de
quitosana quanto com o aumento da concentragdo de reticulante, ou seja, a blenda se
torna mais fragil. O PVA puro e o reticulado com [GA] de 5% apresentam deformagao
especifica menor que o reticulado com [GA] de 1,0%. Todas as blendas ¢ a quitosana
pura apresentaram uma diminui¢ao relativa de deformagao especifica com o aumento de

[GA].

Como o pH utilizado para obtengdo dos filmes foi (4,00+£0,05), podemos supor que a
disponibilidade dos grupos amino da quitosana para reagirem com os aldeidos do GA ¢
grande, favorecendo a um grau acentuado de reticulagdo e, conseqiientemente,
deformando a estrutura interna aumentando as tensdes no reticulado e a fragilizacdo dos

filmes (VACHOUD, 2001).
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FIGURA 5.24 Influéncia da concentracdo de quitosana na deformagdo especifica das

blendas. Sem GA(a), 1% de GA(b) e 5% de GA(c).
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FIGURA 5.25 Influéncia da concentracdo de GA na deformagao especifica das blendas.
PVA B, Q/P(1:3) [1, Q/P(1:1) N, Q/P(3:1) M, QUI H

As FIG.5.26 e FIG. 5.27 apresentam a relagdo entre o Mddulo de Elasticidade e a
concentragdo de quitosana e a concentragao de GA das blendas, respectivamente, onde
se observa que o aumento do teor de quitosana na mistura aumenta o moédulo de
elasticidade da mesma, caracterizando um aumento na fragilidade, pois para uma
mesma tensdo a deformagdo diminui sensivelmente. Nesse aspecto nota-se ainda que o

reticulante aumenta ainda mais o modulo acentuando a fragilidade.
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FIGURA 5.26 Influéncia da concentragdo de quitosana no Modulo de Elasticidade das
blendas. Sem GA(a), 1% de GA(b) e 5% de GA(c).
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FIGURA 5.27 Influéncia da concentragdo de GA no Modulo de Elasticidade das
blendas. PVA R, Q/P(1:3)1, Q/P(1:1) N, Q/P(3:1) &, QUIB.

[3,]

Para o PVA puro ocorre uma reducdo no modulo de elasticidade com o aumento da
[GA] embora a deformacao especifica se mantenha entre 250% e 275%. Nas blendas e
a quitosana pura apresentaram uma variagao maxima no modulo de Elasticidade para a
[GA] de 1,0% sofrendo, praticamente, um retorno ao valor inicial na concentragdo de

5,0% de GA.
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As FIG.5.28 e FIG. 5.29 apresentam a tenacidade (4rea sob a curava Tensdo X
Deformagao até a fratura) observada nas blendas de QUI/PVA, bem como da QUI e

PVA puros, em relagdo a variacao do teor de quitosana e de GA, respectivamente.
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FIGURA 5.28 Influéncia da concentragdo de quitosana na Tenacidade das blendas.

Sem GA(a), 1% de GA(b) ¢ 5% de GA(c).
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FIGURA 5.29 Influéncia da concentragdo de GA na Tenacidade das blendas. PVAR,
Q/P(1:3), Q/P(1:1) M, Q/P(3:1) M, QUI =2

Observa-se que a tenacidade apresenta uma redu¢do com o aumento do teor de

quitosana até 40% e, a partir dai até 100%, uma relativa recuperacdo. A reticulagdo com
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o GA também reduz a tenacidade acentuadamente nas blendas e quitosana pura,

entretanto para o PVA puro essa reducao ndo se apresenta tao significativa.

5.2.6 GRAU DE INTUMESCIMENTO

Os experimentos de intumescimento conduzidos nas blendas de quitosana/PVA com
diferentes razdes e graus de reticulacdo quimica apresentaram um padrao inicialmente
rapido de absor¢do de massa usualmente em aproximadamente 30minutos, seguido pela
estabilizagdo de massa num periodo superior a 192h. Ao exame visual as amostras
também apresentaram aprecidvel aumento de volume. Os resultados revelaram forte
influéncia de ligacdes cruzadas sobre o volume de fluido absorvido, de
aproximadamente 700% para blenda sem reticula¢do reduzindo para 400% e 200% com
1% e 5% de agente reticulante, respectivamente. Tal fato ¢ atribuido a maior rigidez da
rede formada pelas reacdes ocorridas inter e intracadeias, reduzindo a flexibilidade e o
numero de grupos hidrofilicos do hidrogel o que ¢ desfavoravel a taxa de
intumescimento. Estes resultados correspondem aos mecanismos do hidrogel. Antes da
reacdo com o GA, as cadeias de PVA consistem de um emaranhado fisico com as
cadeias de quitosana formando uma rede. Na seqiiéncia, quando o teor de GA aumenta,
ocorre a reticulacdo quimica a partir das ligacdes covalentes entre cadeias, fixando e
reduzindo a mobilidade do polimero que resulta em menor taxa de intumescimento, no

caso, menos da metade da blenda sem reticulagcdo quimica.

O efeito da razao quitosana/PVA também foi analisado e um resultado caracteristico
relativo a 5% de teor de agente reticulante por um periodo de 4h de imersdao em SBF ¢

apresentado na FIG. 5.30.

Verificou-se que o comportamento de intumescimento ¢ influenciado pelo teor de
quitosana na blenda onde a massa intumescida reduz com o aumento do teor de
quitosana atingindo seu valor minimo relativo ao valor de [QUI/PVA] = 50:50. O grau
de intumescimento reduz de 200% (PVA puro) para 100% e entdo aumenta para

aproximadamente 140% para blenda de [QUI/PVA] = 75:25 e quitosana pura.
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FIGURA 5.30 Efeito do teor de quitosana nas blendas com 5% de GA em 4h de

imersdo em SBF.

Estes resultados tém suporte pelo entendimento da reacdo de reticulagdo que ocorreu
nas blendas de hidrogel, onde os grupos amina da quitosana sdo mais reativos com o
glutaraldeido que os grupos hidroxila do PVA. O valor minimo apresentado pela blenda
de 50:50 esta provavelmente relacionado, sobretudo, ao balanco entre a reticulagdo das
aminas ¢ hidroxilas que ¢ causado pela formagdo de uma estrutura mais rigida entre as
cadeias de PVA e quitosana reduzindo drasticamente a possibilidade de absor¢do da
solugdo. A despeito da presente pesquisa ser diferente de outros estudos da quitosana,
tendéncia semelhante relativa ao comportamento de intumescimento do PVA e
quitosana suportam estas observagdes, onde PVA tem grau de intumescimento de 500%
e a quitosana de 200% dependendo ¢ claro da solu¢cdo do meio, pH, temperatura e assim
por diante (ZHANG et al., 2007; WANG et al., 2004; GUPTA et al., 2006; CLAPER et
al. 2007; BERGER et al., 2004a,b).

As amostras de PVA com grau de hidrolise de 80%, sem reticulagdo e com 1% de
agente reticulante (GA), apresentaram dissolu¢do completa em menos de 30 minutos no
SBF a (37+1)°C. Todas as avaliagdes foram tratadas estatisticamente com um nivel de

significancia de 1%.
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Na FIG. 5.31 tem-se o comportamento de intumescimento correspondente ao PVA com
5% de grau de reticulagdo. Observa-se que devido a rigidez da cadeia polimérica na
conformacdo 3D, funcdo da reticulagdo pelo glutaraldeido, praticamente ndo apresenta

variagdo no limite estatistico do grau de intumescimento com o tempo.
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FIGURA 5.31 Intumescimento em SBF pelo PVA com 5% de GA.

A FIG. 5.32 apresenta comportamento de intumescimento em SBF pela quitosana sem
adicdo de agente reticulante, e com a adi¢do de 1% e 5% em massa. Quanto maior o
grau de reticulagdo menor o indice de intumescimento experimentado pela quitosana
também devido a maior rigidez das cadeias poliméricas (BERGER, et al., 2004b;
WANG, 2004).
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Tempo (h)

0,5

FIGURA 5.32 Intumescimento em SBF pela quitosana sem reticulagdo ( ) e

reticulada com 1%( 1) e 5% () de GA.
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Com relagdo as blendas em geral a FIG. 5.33 resume, como exemplo, o comportamento

de intumescimento em SBF da blenda Q/P(1:3), sem adicdo de agente reticulante, e com

a adicao de 1% ¢ 5% em massa.
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FIGURA 5.33 - Intumescimento em SBF pela blenda Q/P(1:3) sem reticulagdo ( £ ) e

reticulada com 1%( ¥ ) e 5% (M ) de GA
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A FIG. 5.34 apresenta o grafico que resume o intumescimento em SBF pelas blendas
Q/P(1:3), Q/P(1:1) e Q/P(3:1), sem adi¢do de agente reticulante. Observa-se que para o

aumento do teor de quitosana na blenda diminui o intumescimento.

n |

indice de intumescimento (%)

Tempo(h)
FIGURA 5.34 Intumescimento em SBF pelas blendas Q/P(1:3) (El ), Q/P(1:1) (I ),

Q/P(3:1) (Ml ) sem reticulacao

A FIG. 5.35 apresenta o grafico de intumescimento em SBF pelas blendas Q/P(1:3),
Q/P(1:1) e Q/P(3:1), com a adigdo de 1% de reticulante GA em massa. Observa-se que

para esse teor de reticulante o aumento do teor de quitosana diminui o intumescimento.

indice de intumescimento (%)

_
4

Tempo (h)
FIGURA 5.35 Intumescimento em SBF pelas blendas Q/P(1:3) ( & ), Q/P(1:1) (¥ ),

Q/P(3:1) (M) com 1% de agente reticulante.
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A blenda Q/P(1:1) apresentou um ligeiro aumento do grau de intumescimento com o
tempo se comparada com a blenda Q/P(1:3) que tem menor teor de quitosana. Esse

comportamento pode também estar associado a segregacgao de fases.

Nas blendas Q/P(1:3), Q/P(1:1) e Q/P(3:1), com a adi¢do de 5% de reticulante GA em
massa. Devido, provavelmente, ao alto teor de reticulagdo do GA, ndo se observa

influéncia determinante da quitosana no intumescimento em SBF.

Na FIG. 5.36 temos as isotermas de intumescimento para a blenda Q/P(1:3) onde se
observa a absor¢do de fluido pelo filme diminuindo com o tempo. A forma ndo linear da
curva de absor¢do plotada sobre o tempo apresenta um decaimento de segunda ordem, o
qual esta de acordo com os principios cinéticos de absor¢do. A redugdo da absor¢do
com o aumento do teor de GA na blenda, torna claro a formacao de uma rede com

grande nimero de ligacdes cruzadas.
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FIGURA 5.36 Taxa de Intumescimento em SBF da blenda Q/P(1:3) sem reticulagdo (a)
e reticulada com 1%(b) e 5% (c) de GA

5.2.7 ENSAIO DE DEGRADACAO IN VITRO

O termo degradagdo, amplamente usado, é o processo onde a deterioragdo nas

propriedades do polimero toma lugar devido a diferentes fatores como, radiagdo,
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quimicos, térmicos, mecanicos, entre outros. Portanto a degradagdo pode ser o resultado
de atividades quimicas como solvatacdo, dessor¢cdo, dissociacdo, hidrolise, dissolugdo,
oxidacdo, redu¢do e fotdlise , bem como, atividades fisicas que podem erodir a matriz
da blenda polimérica tais como difusdo, abrasdo, trincas, peeling, quebra mecanica, ou
qualquer combinagdo dessas atividades fisicas e quimicas. Por esta razao, neste estudo,
a perda de massa do polimero primeiramente ocorre por dois métodos, solvatacdo e
despolimerizagdo das cadeias. Essa premissa tem suporte nos resultados de FTIR que
indicam a preferéncia de ligacdes cruzadas via NH, (quitosana) em detrimento das
hidroxilas (PVA), portanto ¢ esperada uma mistura na cinética de degradacao para as
blendas, pois 0 PVA que se encontra fisicamente reticulado sofre rapida solvatacdo e a
quitosana/PVA reticulados covalentemente tém degradagdo mais lenta via

despolimerizacao.

A FIG. 5.37 apresenta o comportamento de degradagdo correspondente ao PVA com
5% de GA como agente reticulante. Observa que, apo6s as primeiras 4h onde ha um
incremento significativo no indice de degradagdo, o mesmo apresenta ligeira redugdo

permanecendo praticamente constante considerando o desvio padrao do ensaio.
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FIGURA 5.37 Degradacdo do PVA com 5% de GA em SBF

A FIG. 5.38 apresenta o resumo do ensaio de degradagdao em SBF das blendas Q/P(1:3),

sem adi¢do de agente reticulante, ¢ com a adicdo de 1% e 5% de GA em massa.
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Observa-se claramente que quando o teor GA aumenta, a degradagdo em SBF diminui
sugerindo maior rigidez das cadeias poliméricas na conformag¢do 3D devido a alta
densidade de ligacdes cruzadas entre as cadeias poliméricas (BERGER, et al., 2004b;
WANG, 2004). Estes resultados sao endossados pelas imagens de MEV (FIG. 5.39) que
mostram que a degradacao foi evidente na blenda sem reticulacdo e a medida que o grau
de reticulacdo aumenta o efeito da degradacdo diminui pois a formacdo de ligacdes
cruzadas covalentes sdo mais dificeis de se romper se comparadas com a reticulagdo
fisica da rede. A maior rigidez também restringe a mobilidade das cadeias impedindo o

acesso do fluido e a saida das entidades que ficaram aprisionadas fisicamente.

indice de Degradagao (%)
B (=2}

Tempo (h)
FIGURA 5.38 indice de Degradagio da blenda Q/P(1:3) sem reticulagio( 3 ) e com 1%
(1) e 5% (M) de GA.(n=3)

Q/P(1:3:5)

RS Q/P(1:3:0).

FIGURA 5.39 Imagem de MEV da blenda Q/P/G(1:3:0), Q/P/G(1:3:1) , Q/P/G(1:3:5)
apos degradagdo em SBF.
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A FIG. 5.40 apresenta os espectros de FTIR das blendas Q/P(1:3:0), Q/P(1:3:1) e
Q/P(1:3:5) antes do ensaio de degradacdo (a), (c) e (e) e ap6s (b, d, f) o periodo de

degradacao, respectivamente.

No nosso estudo a blenda Q/P(1:3) foi selecionada como representante do grupo
estudado. Observa-se uma redugdo consideravel na intensidade de absorbancia das
bandas do material ap6s a degradagdo principalmente as devidas ao PVA, sugerindo que
0 PVA na blenda se mantém na sua maioria de forma interpenetrada (reticulagdo fisica)
e o intumescimento pelo fluido favorece a mobilidade e lixiviagdo do mesmo. As
intensidades das absorbancias se mantém mais acentuadas para as blendas com 5% de
agente reticulante evidenciando menor degradacdo devido a retencdo fisica

(aprisionamento) das entidades ndo reticuladas quimicamente ou fracamente ligadas.

CO/CQOH -c.0.c CO ciclico

AR NN |
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FIGURA 540 - Espectros de FTIR das blendas Q/P/G(1:3:0), Q/P/G(1:3:1)
Q/P/G(1:3:5) antes (a), (c) e (e) e apo6s o periodo de degradacao (b) (d) e (f),

respectivamente

Nas blendas (b), (d) e (f) as bandas relativas ao OH/NH (2800cm™ a 3000 cm™), C=0
(1630 cm™ a 1750 cm™), ao dupleto do CH (3000 cm™ a 3600 cm™), ao NH;"
(~1550cm™), a0 CO/COOH (~1400cm™), =C-O-C (1150cm™ a 1250cm™) e CO ciclico
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(1000cm™ a 1300cm™) apresentaram diminuicdo de intensidade e alargamento da

banda, provavelmente pela lixiviagdo do PVA.

Nas blendas (b) e (d), sem reticulacdo e com 1% de agente reticulante, respectivamente,
exceto a banda relativa ao CO ciclico, as demais apresentaram diminui¢do de
intensidade e alargamento da banda. J4 a blenda (f) com 5% de agente reticulante as
absorbancias bandas relativas ao CO ciclico sofreram alteracdo mais determinante
provavelmente devido ao grau de reticulagdo covalente (C=N) que aumenta a energia
necessaria a ruptura da ligacdo induzindo assim a abertura dos anéis glicossidicos da

quitosana.

Em relagdo ao teor de quitosana as blendas tiveram comportamento de degradagdo
semelhante. A FIG. 5.41 apresenta o grafico evidenciando a taxa de perda de massa da
blenda Q/P(1:3) imersa em SBF sem e com adi¢do de 1% e 5% de agente reticulante.
Observa-se que com o aumento do teor de agente reticulante ocorre a diminui¢do da

taxa de degradacdo das blendas.
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30 120 480 1440 5760
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FIGURA 5.41. Taxa de degradacdo em SBF da blenda Q/P(1:3) sem reticulagdo (a) e
reticulada com 1%(b) e 5% (c) de GA
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5.2.8 MEDICAO DO ANGULO DE CONTATO

A menor molhabilidade, ou seja, maior hidrofobicidade do filme de quitosana e das
blendas em relagdo ao filme de PVA ¢ confirmada pelo aumento do dngulo de contato
com o crescente teor de quitosana (FIG. 5.42), pois o aumento do angulo de contato
indica um aumento na hidrofobicidade da superficie (JAYASEKARA et al., 2004). O
angulo de contato para o filme de PVA [0 = (64,4+2,4)°] (FIG. 5.43b) é menor
provavelmente devido ao maior teor de grupos C-O presentes na superficie do PVA, ou
ainda devido a estrutura tridimensional na forma de duas voltas de hélice paralela da
quitosana [0 = (77,8+4,3)°] (FIG. 5.43a), nesse ultimo caso os grupos polares na
quitosana podem ndo ser capazes de se orientar na superficie e podem exibir forte
ligagdo de hidrogénio intramolecular abaixo da superficie do filme, semelhante ao
observado por JAYASEKARA para a blenda de amido / PVA. Por outro lado, o PVA ¢
uma molécula linear e tem estrutura bidimensional (NAKANO, 2007; MANSUR, 2007;
JAYASEKARA et al., 2004; RATNER, 1993). HAMILTON (2006) apresenta para a
quitosana com GD de 76,1% e 78,7% angulos de contato de (85,6+0,7)° e (72,6+1,9)°,
respectivamente, razoavelmente semelhante ao obtido por nos considerando o GD da
quitosana de 75,6%. A blenda Q/P/G(1:3:0) por ter maior teor de PVA incorporou a
quitosana sem apresentar significativa alteragdo no valor do angulo de contato (FIG.

5.43c¢).

8

Angulo de contato (graus)
3

2]

0 25 50 75 100
Teor de Quitosana (%)
FIGURA 5.42 Gréafico do angulo de contato em relagao ao teor de quitosana nos filmes

obtidos
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FIGURA 5.43 Angulos de contato quitosana (a), PVA (b) e blenda Q/P/G(1:3:0) (c).

A FIG. 5.44 apresenta uma estimativa da tensdo superficial considerando do angulo de
contato das blendas conforme RATNER (1993) onde ele apresenta uma tensao
superficial de 37mJ/m” para o PVA e nos obtivemos 48,6mJ/m”.Um fato importante que
posteriormente necessita ser avaliado € a influéncia da rugosidade superficial dos filmes

obtidos no angulo de contato.

60 81

Angulo de contato (graus)

Tens3o Superficial (mJ/m?)

30 T T T 60
0 25 50 75 100

Teor de Quitosana (%)

FIGURA 5.44 Tensao superficial estimada a partir do angulo de contato em fung¢do do

teor de quitosana dos filmes obtidos.

QUEIROZ e colaboradores (2003) avaliando blendas de lactato de quitosana com PVA
(100% hidrolisado) para utilizagdo como agente de liberacdo controlada de farmaco,
encontraram valores de energia superficial livre para solucdo fisioldgica (pH=7,4 a
37°C) de aproximadamente 12mJ/m’® e 35mJ/m” para o lactato de quitosana e PVA,

respectivamente. Semelhantemente observou que o aumento do teor de quitosana
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implica numa diminui¢do da energia superficial e observou que superficies com baixa

energia livre favorecem a interagdo com tecidos biologicos.

5.3 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DOS FILMES DE HIDROGEL IN
VITRO

5.3.1 CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR IN VITRO POR MTT

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de redug¢dao do MTT. Este teste
permite que seja mensurado o metabolismo celular perante a adigdo do MTT, uma vez
que células viaveis absorvem o tetrazdlio de metiltiazol e o metabolizam na mitocondria
utilizando enzimas ativas, onde se acumulam sob a forma de cristais de tetrazolio ou
formazana; sendo assim quanto maior o valor da leitura no espectrofotdmetro, maior ¢ a
taxa metabolica, sendo possivel diferenciar células mais viaveis das menos vidveis.
Nesse estudo o ensaio de viabilidade ¢ mensurado no intervalo de 24h apods a semeadura
das células. A capacidade dos filmes de QUI/PVA (reticulados ou ndo) para dar suporte
a viabilidade e proliferagdio mostrou que estas amostras exibiram comparavel
biocompatibilidade (FIG. 5.45). Além disso, ¢ possivel observar na FIG. 5.46 que o
valor de viabilidade variou de aproximadamente 78% a 97% (comparado aos valores de
absorbancia obtidos para as células VERO controle — CC, que foi considerado como
100% de viabilidade), esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05), e
pode-se inferir que as blendas produzidas sdao promissoras para serem testadas em

ensaios in vivo, uma vez que sdo biocompativeis.

O teste de citotoxicidade usando cultura de células ¢ considerado o primeiro passo na
identificacdo de compostos ativos e como primeiro teste de bioseguranga. Considerando
ainda as blendas em relagdo ao CC observa-se que todas as amostras apresentaram um
desempenho acima de 70%, superior aos 50% considerado como viabilidade minima

aceitavel como biocompativel.
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FIGURA 5.45 Viabilidade de células VERO analisadas com a metodologia de MTT.

Quanto ao tratamento de bloqueio com L-arginina (FIG. 5.47), identificado na blenda
pela letra B, observa-se que exceto as blendas com 5% de agente reticulante todas
apresentaram resposta positiva aumentando a viabilidade celular. Acredita-se que o
agente reticulante dificultou a difusdo da L-arginina no sentido de impedir que os sitios
nao reagidos disponiveis na blenda fossem bloqueados. Entretanto a viabilidade celular

da blenda Q/P/G(1:3:5)B ainda foi superior a 85%.

Atualmente, segundo WEI (2008), embora o glutaraldeido nativo seja considerado
toxico; varios substitutos sanguineos reticulados com glutaraldeido estdo disponiveis no
mercado ou na avaliagdo clinica de fase III (Hemopure, Hemolink ¢ PolyHeme), ¢
nenhuma toxicidade obvia foi encontrada. E ainda, que o resultado da degradacao
obtido da andlise com fluorescéncia de raios-X mostrou que a base de Schiff (C=N),
relativa ao glutaraldeido e a amina da quitosana durante reacdo de reticulacdo, ¢
reduzida no figado e no bago e se transforma em C-N que € estavel in vivo, dificultando

o retorno ao grupo aldeido. Tal biodegradagao reduz os efeitos colaterais e confirma o

Viabilidade de células VERO (%)
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uso potencial do glutaraldeido como um reagente de ligacdo cruzada em aplicagdes
clinicas (WEI, 2008).
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FIGURA 5.46 Viabilidade de células VERO com e sem bloqueio por L-arginina

As imagens de MEV (FIG. 5.48) obtidas da superficie dos filmes evidenciam as células
VERO com morfologia caracteristica. Em “A”, esta evidenciada a adesdo celular e em
“B”, pode ser visto que as células estdo viaveis e biologicamente ativas, uma vez que
estdo proliferando e cobrindo o substrato; o que pdde ser observado em varios campos

avaliados.

124 \ 3 LA i L . S W f

FIGURA 5.47 Imagens de MEV evidenciando morfologia, adesdo e proliferacao

Viabilidade (%)
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A adesao celular estd envolvida em varios fendmenos naturais tais como embriogénese,
manuten¢do da estrutura dos tecidos, regeneracao de tecidos lesionados, resposta imune,
metastases e integracdo dos biomateriais com os tecidos (COSTA et al.,, 2008;

MANSUR, 2008; DUNN et al., 1995)

5.3.2 CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR POR PRODUCAO DE
OXIDO NITRICO IN VITRO

As FIG. 5.49 e FIG. 5.50 apresentam os graficos de produ¢do de o6xido nitrico por
macrofagos estimulados e ndo estimulados, cultivados em contato com diferentes
blendas de quitosana/PVA com e sem agente reticulante. Na FIG. 5.49 os materiais
identificados com a letra “B” foram bloqueados com L-arginina. A FIG 5.50 apresenta a
viabilidade celular dos macréfagos submetidos ao contato com os materiais pela

metodologia de redu¢ao do MTT.

Quando se analisa o papel dos macréfagos no reconhecimento dos materiais utilizados
em enxertos e o patrulhamento das infecgdes e mesmo da tolerdncia, devem ser
considerados dois aspectos: primeiro, o da produ¢ao de 6xido nitrico pos-estimulo: esta
molécula € o um potente anti-microbiano destas células de defesa inata ou inespecifica,
portanto, o biomaterial ndo pode inviabilizar as células de defesa de produzi-la, com
grande possibilidade da intercorréncia de infec¢des durante a enxertia. E segundo, o
biomaterial, por si s6, deverd ser o mais compativel possivel para evitar a indugdo de

rejei¢do, por exacerbagdo desta resposta natural.

O ¢6xido nitrico (NO) produzido pela atividade da enzima iNOS ¢ de grande importancia
nos processos de regeneracdo epitelial e de implantes de biomateriais, € uma regulagao
precisa de sua concentracdo deve ser feita, uma vez que seus efeitos sdo dose
dependentes (WU, 2007). Enquanto uma alta concentragao de 6xido nitrico nos locais
de implante pode levar a uma rejei¢do do biomaterial (ACHARYA et. al., 2008), esta
molécula também ¢é extremamente importante no processo de regeneragdo do tecido
epitelial, atuando como mediadora no processo de re-epitelializagio (STALLMEYER

et. al., 1999), agente antimicrobiano nas respostas inflamatorias - o que ¢ fundamental
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na descontaminagdo do local do implante (FRANK et. al., 2002) - e como reguladora da
proliferacdo e da diferenciagdo de queratindcitos, evento também importante no
processo de re-epitelializagdo (STALLMEYER et. al., 1999; KRISCHEL et. al. 1998).
Além disso, o 6xido nitrico também regula a secrecdo de colageno por fibroblastos e

influencia a resisténcia mecanica do novo tecido em formacao (FRANK et. al., 2002).
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FIGURA 5.48 Produgio de Oxido Nitrico por macrofagos estimulados Ml ou ndo ] em

diferentes blendas de quitosana/PVA

E essencial entdo que os materiais produzidos com o intento de serem usados em
transplantes de pele ndo estimulem a produgdo exacerbada de 6xido nitrico, nem inibam
sua sintese por células estimuladas, uma vez que ambos estes eventos levariam a um

fracasso do implante em médio e longo prazo.

Os resultados obtidos apontam para um maior sucesso dos materiais puros, em

detrimento das blendas formadas por hibridos de Quitosana/PVA, uma vez que estes
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materiais, a excecdo de Q/P/G(1:0:5) (Quitosana pura reticulada com 5% de
Glutaraldeido), ndo apresentaram grande inibicdo da produgdo de o6xido nitrico por
macrofagos estimulados, nem induziram uma reacgao inflamatoria teoricamente danosa

se comparada ao controle celular.
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FIGURA 5.49 Produgio de Oxido Nitrico por macrofagos estimulados M ou ndo [ em

diferentes blendas de quitosana/PVA com (B) e sem bloqueio por L-arginina.

A blenda que apresentou resultados mais satisfatorios, sob o nosso ponto de vista, foi a
do material Q/P/G(1:3:1) (Quitosana/PVA na propor¢ao 1:3, reticulada com 1% de
Glutaraldeido), comparavel ao controle celular. A hidroxiapatita, mineral sabidamente
biocompativel, ndo obteve um resultado bom no teste de producdo de 6xido nitrico.
Acreditamos que o p6 liberado pelas fracdes deste material cultivadas em meio liquido
interfira de algum modo na interagcdo dos macréfagos com o estimulo de LPS e IFN-y,

reduzindo assim a eficiéncia desta célula em produzir este radical.

O PVA puro sem agente reticulante, Q/P/G(0:1:0), embora tenha mostrado boa

viabilidade, induziu a producdo exacerbada de oOxido nitrico (barra pontilhada) na

cc
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auséncia de estimulo, em comparacdo ao controle positivo, ndo sendo uma boa

caracteristica para uso em implantes.

Na FIG. 5.50 os macrofagos apresentaram viabilidade maior ou igual a 90%, em relagao
ao controle de células, em todos os grupos testados - dado verificado em teste de
reducdo do MTT - a exce¢do de Q/P/G(1:3:0) (25% quitosana — 75% PVA) e
Q/P/G(1:3:5) (mesma propor¢do de Quitosana/PVA, reticulada com 5% de

Glutaraldeido), que mostraram as viabilidades de 80 e 83%, respectivamente.
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FIGURA 5.50 Viabilidade de macréfagos analisadas com a metodologia de MTT.
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5.3.2.1 ANALISES DA PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POS-ESTIMULO:

Os materiais Q/P/G(1:3:1), Q/P/G(0:1:5), Q/P/G(1:0:1) e Q/P/G(1:0:0) nao
apresentaram diferenca estatistica do controle celular (p>0,05), comprovando que os
mesmos foram os materiais com melhor eficiéncia na metodologia utilizada.
Ressaltamos que entre si, também ndo apresentaram diferenca estatistica. Ja os materiais
Q/P/G(1:3:0), Q/P/G(1:3:5), Q/P/G(3:1:0) e Q/P/G(1:0:5) apresentaram diferenca
estatistica em relagdo ao controle celular (p<0,001, p<0.01, p<0,05 e p<0,05,

respectivamente), e, foram assim, considerados os de menor desempenho.

Viabilidade celular (%)
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5.3.2.2 ANALISES DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO SEM ESTIMULO:

Nenhum dos biomateriais testados apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) em
relacdo ao controle celular. Este resultado foi considerado por nés muito bom, uma vez
que, embora os materiais devam permitir aos macrofagos a producdo de NO pos-
estimulo, ndo devem induzir a produgdo exacerbada de NO somente em um contato

inicial, o que favoreceria a rejei¢cao do enxerto.

Ressaltamos que, embora os testes tenham indicado um caminho da melhor blenda ou
material puro, os resultados aqui apresentados mostram que todos os materiais

trabalhados sao promissores.

A seguir apresentamos o registro fotografico da leitura de MTT por macrofagos
cultivado em contato com os diferentes materiais. As setas vermelhas indicam as células

vivas, enquanto as pretas, células mortas (FIG. 5.51).



CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO 106

FIGURA 5.51 Registro fotografico da leitura de MTT por macrofagos
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5.4 CARACTERIZACAO DAS MATRIZES 3D DE HIDROGEL

5.4.1 AVALIACAO VISUAL QUALITATIVA

As matrizes tridimensionais de hidrogeis de quitosana/PVA com e sem reticulagao

foram identificadas pelos pares de filmes utilizados para sua confecgao.

A FIG. 5.52 apresenta a imagem fotografica obtida dos filmes das blendas Q/P/G(1:3:0)
e Q/P/G(1:3:1) antes e ap6s a colagem com glutaraldeido. Na observagao visual, apos a
prensagem e secagem do adesivo aplicado aos filmes, verifica-se em todas as matrizes

um aspecto de adesao uniforme.

FIGURA 5.52 Imagem fotografica da matriz obtida Q/P/G(1:3:0)/ Q/P/G(1:3:1)

5.4.2 GRAU DE INTUMESCIMENTO

A FIG. 5.53 apresenta a avaliacdo do grau de intumescimento evidenciado pelas
matrizes durante a imersdo em SBF. A matriz com menor grau de reticulagdo mostrou

um indice de intumescimento maior que as com as blendas de maior grau de reticulacio.

O grau de intumescimento da blenda reticulada com 5% de glutaraldeido foi menor nas
matrizes em que ela participou e também a forma ndo linear da curva de absor¢do
plotada sobre o tempo apresenta um decaimento de segunda ordem, semelhante ao

observado no filme da blenda sozinho.
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FIGURA 5.53 Grau de intumescimento das matrizes 3D, Q/P/G(1:3:0)/Q/P/G(1:3:1)

(a); Q/P/G(1:3:0)/Q/P/G(1:3:5) (b) e Q/P/G(1:3:1)/Q/P/G(1:3:5) (c)

5.4.3 DEGRADACAO DAS MATRIZES

A FIG. 5.54 apresenta a taxa de perda de massa das matrizes 3D durante a imersdo em
SBF. Com o aumento do tempo as matrizes que t€m em sua composi¢ao a blenda com
5% de agente reticulante apresenta uma tendéncia de redugdo na taxa de degradagao
enquanto que a matriz que apresenta menor teor da agente reticulante tende a aumentar
a taxa de degradagdo com o tempo. Isso provavelmente ocorre devido a maior energia
necessaria para despolimerizagdo das cadeias de polimeros reticuladas (ligagdes

cruzadas covalentes) em relagdo que apresentaram menor teor de agente reticulante.

As matrizes com maior teor de agente reticulante também apresentaram menor grau de
intumescimento devido a menor interacdo do fluido com a cadeia polimérica e em
fun¢do da variacao de velocidade e mecanismos diferenciados de difusdo em ambos os

lados da matriz.
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FIGURA 5.54 Taxa de degradacdo das matrizes 3D — Q/P/G(1:3:0)/Q/P/G(1:3:1) (a) ;
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5.4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES MECANICAS DAS MATRIZES

A FIG. 5.55 mostra a evolucao do modulo de elasticidade em funcao do material. Como
era de se esperar a montagem de filmes com maior grau de agente reticulante promove

um aumento do modulo de elasticidade indicando uma composi¢ao mais fragil.

Na FIG. 5.56 a tenacidade da matriz diminui com a incorporagdo de filmes com maior
teor de agente reticulante indicando menor absor¢do de energia até o colapso

confirmando o aumento da fragilidade da matriz.

A tensao maxima e a deformacdo especifica das matrizes apresentam valores relativos
praticamente constantes com reducdo acentuada da deformacdo especifica. Com o
aumento do teor de agente reticulante ocorre a reducdo da mobilidade das cadeias de
polimero em fun¢do do aumento de ligagdes cruzadas promovendo um conseqiiente

aumento da fragilidade da matriz.
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545 AVALIACAO DA DEPOSICAO BIOMIMETICA

A FIG. 5.57 e FIG. 5.58 apresentam as imagens de MEV com o respectivo grafico de
EDS da matriz Q/P/G(1:3:0)/ Q/P/G(1:3:1). Do lado do filme Q/P/G(1:3:0) (FIG. 5.57)
onde se observa apds 14 dias de imersdo em SBF o inicio da deposi¢do de fosforo e
calcio evidenciando a ocorréncia de um processo de deposicdo biomimético, fato

também observado no lado do filme Q/P/G(1:3:1) (FIG. 5.58).

Observou-se relativamente maior teor do “P” no lado do filme Q/P/G(1:3:0) que no lado
do filme Q/P/G(1:3:1). Essa diferenca pode estar associada a posi¢ao relativa do filme
dentro do recipiente onde o filme Q/P/G(1:3:0) ficou voltado para cima ficando,

estatisticamente, sujeito a maior nimero de interacdes com os sais do SBF.

FIGURA 557 1Imagem de MEV e grafico de EDS da matriz
Q/P/G(1:3:0)/Q/P/G(1:3:1), lado do filme Q/P/G(1:3:0) (14 dias de imersdao em SBF).
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FIGURA 558 Imagem de MEV e grifico de EDS da matriz
Q/P/G(1:3:0)/Q/P/G(1:3:1), lado do filme Q/P/G(1:3:1) (14 dias de imersao em SBF).
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Neste trabalho foram preparados filmes de novas blendas de Quitosana/PVA
quimicamente reticuladas, e extensamente estudadas no sentido de caracterizar fisica,
quimica, mecéanica e biologicamente com vistas a utilizacdo como biomaterial para
utilizacdo potencial em engenharia de tecido epitelial. Além disso, comparativamente, a
presenca do agente reticulante (glutaraldeido) nas blendas promove alteracoes
significativas no comportamento do material e essas alteragdes sdo profundamente
dependentes do pH das solugdes precursoras, bem como, do numero de aminas
disponiveis para reticulacdo da quitosana (grau de desacetilacdo ou teor de quitosana na
blenda).

As materias-primas utilizadas para a obtencdo dos precursores das blendas foram
caracterizadas por espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X e titulacdo

potenciométrica.

A técnica de espectroscopia de infravermelho evidenciou que nas blendas obtidas neste
sistema (materiais, agente reticulante, pH, temperatura de secagem) a preferéncia da
reticulacdo do glutaraldeido pela amina da quitosana a partir da formacdo do
grupamento C=N em detrimento a formac&o de ponte acetal com o PVA.

Os resultados mostraram como a alteragdo das propor¢cfes de Quitosana e PVA,
associadas a diferentes concentracfes de agente reticulante modificam as propriedades
dos filmes de hidrogel no que diz respeito, principalmente, ao intumescimento,

degradacdo, propriedades mecéanicas e bioldgicas.

Os sistemas investigados indicaram modulacdo no comportamento de intumescimento e
degradacdo apresentando reducdo nesses parametros, tanto com o aumento do teor de
quitosana, quanto com o aumento do teor de agente reticulante. Como conseqiiéncia da

reticulacdo quimica, do ponto de vista mecanico, a tenacidade diminuiu pela formacao
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de uma rede polimérica mais rigida. Além do mais, todos os sistemas avaliados se

mostraram ndo toxicos e biocompativeis.

Em resumo, estas blendas baseadas em Quitosana/PVA oferecem uma ampla faixa de
escolhas para potencialmente serem usadas em aplicacdes biomédicas, tais como,

biomaterial, veiculo de liberacdo controlada de drogas, e engenharia de tecido epitelial.
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TRABALHOS FUTUROS

Com relagdo ao desdobramento do presente estudo, pode-se destacar as seguintes

sugestOes de trabalhos futuros:

Considerando as possibilidades de aplicagdes biomédicas do sistema estudado o
principal passo que consideramos € a avalia¢do in vivo da blenda no que diz respeito a
biocompatibilidade e citotoxicidade, resposta inflamatoria e degradabilidade durante a

regeneracéo tecidual.

Avaliar o comportamento do sistema a partir da incorporagdo de farmaco para ser

utilizado também como agente de liberagéo controlada.

Analisar comparativamente as caracteristicas fisicas, mecanicas e biologicas das
membranas quando do uso de diferentes tipos de quitosana (massa molar e grau de

desacetilagéo).

Avaliar o comportamento do sistema no que diz respeito ao intumescimento e a perda

de massa em funcdo da variacao de pH do fluido.

Avaliar o sistema quanto a incorporagdo de outros agentes de reticulacdo na formulacéo

dos biomateriais;

Alterar a metodologia de preparacdo do material no sentido de obter membranas

porosas.

Além da L-arginina, utilizar outros agentes de bloqueio dos sitios ndo reagidos do

agente reticulante a fim de comparar a efetiva influéncia e os mecanismos envolvidos.
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