UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Curso De Po6s-Graduagdo em Engenharia Metalurgica e de Minas

Dissertacao de mestrado

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E DEGRADACAO DE MATRIZES DE
POLI(ALCOOL VINILICO)/ QUITOSANA/ VIDRO BIOATIVO OBTIDAS POR
LIOFILIZACAO

Autora: Tais Licio Macedo
Orientadora: Prof. Dra Marivalda de Magalhdes Pereira
Coorientadora: Agda Aline Rocha de Oliveira

Julho/ 2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Curso De Po6s-Graduagdo em Engenharia Metalurgica e de Minas

Tais Licio Macedo

Caracteristicas Estruturais e Degradacdo de Matrizes de Poli(alcool
vinilico)/ Quitosana/ Vidro Bioativo Obtidas por Liofilizacdo

Dissertacdo de mestrado apresentada ao curso de Pds-
Graduacdo em Engenharia de Minas e Metallrgica de

Minas da Universidade Federal de Minas Gerais

Area de concentracio: Ciéncia e Engenharia de Materiais
Orientadora: Prof. Dra Marivalda de Magalh&es Pereira

Coorientadora: Dra. Agda Aline Rocha de Oliveira

Belo Horizonte
Escola de Engenharia da UFMG

Julho de 2013



111

Aos meus pais com

muito amor e carinho



SUMARIO

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Lista de Notacdes

Resumo

Abstract

INTRODUCAO

OBJETIVO

2.1

2.2

Obijetivo Geral

Objetivos Especificos

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1

3.2

33

34

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Tecido 0sseo

Engenharia de Tecido 6sseo

Matrizes para a Engenharia de tecidos

Poli (&lcool vinilico)

Quitosana

Vidro Bioativo

Reticulagdo Polimérica

Matrizes porosas PVA/ Qui/VB obtidas por liofilizacdo

Liofilizacdo

MATERIAIS E METODOS

4.1

Materiais

Vi

Xi

Xiii

10

12

17

20

21

22

26

26



4.2

4.2.1

422

423

4.2.4

4.2.5

4.2.6

Sintese das matrizes

Preparo da Solugédo de PVA

Preparo da Solugéo de Quitosana

Preparo da Solugéo Precursora de Vidro Bioativo
Preparo da Solucédo de Glutaraldeido

Fabricacdo das matrizes

Caracterizacdo das matrizes extracelulares

4.2.6.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

4.2.6.2 Espectroscopia na regido do infravermelho por Transformada

de Fourier (FTIR)

4.2.6.3 Porosidade aparente — Método de Arquimedes

4.2.7

4.2.8

Ensaio mecanico

Ensaio de degradacéo

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1

5.2

53

54

Avaliacdo qualitativa das matrizes

Avaliacdo morfoldgica através da Microscopia Eletronica de
Varredura

Espectroscopia na regido do infravermelho

Avaliagéo da Porosidade

5.5 Ensaio mecéanico

5.6

Ensaio de degradacéo in vitro

CONCLUSOES

TRABALHOS FUTUROS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

26

27

27

28

28

28

29

29

30

30

31

31

34

34

35

39

47

48

51

57

59

60



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura3.0  Anatomia do o0sso trabecular e cortical 6

Figura3.1  Esquema da obtencéo de quitina e quitosana e suas aplicacfes 13

Figura3.2 Comparacédo das estruturas moleculares da quitosana, quitina e

celulose 14

Figura3.3  Célula unitaria da quitosana evidenciando as trés projecdes 15

Figura3.4  Desenho descritivo do processo sol gel para obtengéo do (1) gel

coloidal e do (2) gel polimérico 19

Figura 3.5 llustracdo do comportamento da porosidade nas 3 zonas de uma

matriz durante o processo de liofilizacéo 25

Figura 4.0 Fluxograma das etapas seguidas para a obtencdo das matrizes 33

Figura5.0 Matrizes 1:3 F, 1:1 F e 3:1 F descartadas devido a estrutura fisica

irregular, com fissuras e heterogénea 34

Figura5.1  Solug&o precursora da matriz 1:1 reticulado com 1% de

glutaraldeido que até o momento ndo geleificou 35

Figura5.2 Estrutura da matriz 1:1, 1:3 e 3:1 obtidas neste trabalho com

sucesso, com estrutura fisica homogénea, regular e sem a presenca

de trincas 35



Figura 5.3

Figura 5.4

Figura 5.5

Figura 5.6

Figura 5.7

Figura 5.8

Figura 5.9:

Imagem de MEV mostrando o corpo de prova e a porosidade e
arquitetura dos poros das matrizes 1:3 (A), 1:1 (B) e 3:1 (C)

Imagem de MEV mostrando o tamanho dos poros das matrizes 1:3
(A), 1:1 (B) e 3:1 (C) obtidos na regido analisada por MEV

Imagem de MEV mostrando a morfologia dos poros e a
interconectividade entre os poros das matrizes 1:3 (A), 1:1 (B)
e3:1(C)

Espectros de FTIR do material PVA utilizado na fabricagéo das
matrizes

Espectros de FTIR do material quitosana utilizado na fabricacao das
matrizes

Espectros de FTIR do material vidro bioativo utilizado na fabricacéo
das matrizes
Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm-1 das matrizes 1:1,

1:3 e 3:1, e do reticulante glutaraldeido (GA)

Figura 5.10 Espectros de FTIR das matrizes 1:3, 1:1e 3:1 normalizados na banda

1450 cm™

Figura5.11 Ligacdo do grupo amino da quitosana com o grupo aldeido do

glutaraldeido formando base de Schiff

vii

36

37

38

39

40

40

43

44

45



viii

Figura5.12 Ligacdo do grupo hidroxila do PVA com o grupo aldeido do

glutaraldeido, formando ponte acetal 46
Figura5.13 Representacdo do intumescimento apresentado pelas matrizes 1:1

e 1:3 antes da imersdo em agua deionizada (A) e apds a imersdo de

20 minutos em agua deionizada (B) para realizacdo do ensaio de

porosidade aparente 48
Figura 5.14 Gréfico tensdo x deformacéo apresentando as curvas das matrizes

1:3,1:11e3:1 49
Figura5.15 Variacdo de massa das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 submetidas ao ensaio

de degradacéo 51
Figura5.16 Esquema mostrando as possiveis etapas que ocorreram nas matrizes

1:3, 1:1 e 3:1 submetidas ao ensaio de degradacdo em solucdo SBF

por sete dias 53
Figura 5.17 Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm™ antes (1:3 (a))

e apds o periodo de 168 horas (1:3 (b)) de degradacao 54
Figura 5.18 Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 ™ antes (1:1 (a))

e apos o periodo de 168 horas (1:1 (b)) de degradacdo 54
Figura 5.19 Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm™ antes (3:1 (a))

e apos o periodo de 168 horas (3:1 (b)) de degradacéo 55



Figura 5.20 Aspectos macroscopicos das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 ap0s 0s periodos

do ensaio de degradacdo. Observa-se a integridade da estrutura fisica

das matrizes que se manteve duarante todo o ensaio

56



Tabela 3.0

Tabela 4.0

Tabela 4.1

Tabela 5.0

Tabela 5.1

Tabela 5.2

Tabela 5.3

Tabela 5.4

LISTA DE TABELAS

Relacéo entre as propriedades e parametro estruturais da quitosana
ConcentracOes da composicao, identificagdo, nomenclatura dos
tipos de matrizes e a forma como foram colocadas para gelificarem
Concentracéo i6nica (10-3 mol) das solucdes de SBF e Plasma
sanguineo

Bandas vibracionais de FTIR associadas ao PVA, a quitosana e

ao vidro bioativo

Raz#o da intensidade das bandas 1650 cm-1 e 1110 cm™
Resultados de porosidade e densidade obtidos

Resultado das propriedades mecanicas obtidas através do

ensaio de compressao

Proporgéo de perda de massa por tempo das matrizes 1:1 e 1:3
durante os periodos do ensaio de degradacao. O sinal (+) indica

gue a matriz ganhou massa.

16

32

42

45

47

49

52



ATR

FTIR

GA

GD

GH

GPa

HA

HCA

MEC

MEV

MPa

MSI

PVA

Qui

LISTA DE NOTACOES

- Densidade

- Reflex@o total atenuada

- Fourier Transformed Infrared

- Glutaraldeido

- Grau de desacetilacao

- Grau de hidrolise

- Gigapascal

- Cristais de hidroxiapatita

- Camada de hidroxiapatita carbonatada
- Indice de degradacéo

-Matriz extracelular natural

- Microscopia eletrdnica de varredura
- Megapascal

- Balancga analitica

- Porosidade

- Poli(alcool vinilico)

- Quitosana

Xi



SBF

Tg

TEOS

TEP

VB

- Simulated body fluid - Fluido corporal simulado
- Temperatura de transicdo vitrea

- Tetraetilortosilicato

- Trietilfosfato

- Vidros Bioativo

xii



Xiii

RESUMO

O aumento da expectativa de vida das pessoas levou ao aumento do interesse cientifico
pela area de engenharia de tecidos, que cresceu muito nas ultimas décadas na busca de
se criar biomateriais capazes de auxiliar o crescimento de tecidos danificados por
alguma razdo. A frequéncia da utilizacdo desses biomateriais diminuiria
significativamente as longas filas de espera por transplantes de tecidos e evitaria 0s
possiveis riscos de rejeicdo de implantes; principalmente na area ortopédica, grande
foco da engenharia de tecidos, que busca criar matrizes extracelulares artificiais
tridimensionais para regeneracdo e crescimento do tecido ésseo. A matriz desenvolvida
pela engenharia de tecido 6sseo deve promover um perfil biomecénico inicial para a
reposicdo tissular até que as células produzam uma matriz extracelular adequada;
proporcionar a formacéo, deposicdo e organizacdo da nova matriz organica gerada e se
degradar proporcionalmente ao crescimento do novo tecido. Este estudo desenvolveu e
caracterizou morfologicamente e quimicamente matrizes hibridas tridimensionais a base
de alcool vinilico / quitosana (em concentragdes diferentes) e vidro bioativo, reticulados
com glutaraldeido. Por fim estudou a degradacao destas matrizes in vitro, no intuito de

colaborar com uma opcdo de biomaterial na area ortopédica.

As matrizes obtidas neste estudo apresentaram resultados promissores. Apresentaram
cerca de 96% de porosidade, tamanho de poros variando na faixa de 20 a 300 um e
interconectividade entre poros. A perda de massa apresentada pelas matrizes 1:3 e 1:1
durante o ensaio de degradacdo in vitro, foi em torno de 10% ap0s uma semana de

ensaio, com preservacao (macroscopica) de sua estrutura fisica.
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ABSTRACT

The increase in life expectancy of people led to increased scientific interest in the area
of tissue engineering, which has grown in recent decades in the quest to create
biomaterials capable of assisting the growth of tissues damaged for some reason. The
frequency of use of these biomaterials would significantly reduce the long queues
waiting for tissue transplants and avoid possible risks of graft rejection. Mainly in
orthopedic major focus of tissue engineering, which seeks to create three-dimensional
artificial extracellular matrices for regeneration and growth the bone tissue. The matrix
developed by bone tissue engineering should promote an initial profile biomechanical
tissue replacement cells to produce an extracellular matrix proper; provide the
formation, deposition and organization of new organic matrix generated and degrade
proportionally to the growth of new tissue. This study developed and characterized
morphologically and chemically three-dimensional extracellular matrices based on Poly
(vinyl alcohol) / chitosan (in different concentrations) and bioactive glass, cross-linked
with glutaraldehyde. Finally the study of the degradation of these matrices in vitro was

made, in order to collaborate with one more option in the orthopedic biomaterial area.

The matrices obtained in this study showed promising results. Showed about 96%
porosity, pore size varying in the range 20-300 m and interconnectivity between pores.
The mass loss presented by the matrices 1:3 and 1:1 during the degradation test in vitro,
was around 10% after a week of testing, with preservation (macroscopic) of their

physical structure.



1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida das pessoas levou ao aumento do interesse cientifico
pela area de engenharia de tecidos, que cresceu muito nas ultimas décadas na busca de
se criar biomateriais capazes de auxiliar o crescimento de tecidos danificados por
alguma razdo. A utilizacdo desses biomateriais diminuiria significativamente as longas
filas de espera por transplantes de tecidos e evitaria 0s possiveis riscos de rejeicdo de
implantes; principalmente na area ortopédica, grande foco da engenharia de tecidos, que

busca criar matrizes para a regeneracéo e crescimento do tecido 6sseo "),

O tecido 0sseo exige um suporte para sua formacdo/ regeneracdo a partir de células,
chamado de matriz 6ssea. Além de servir de suporte para o crescimento 4sseo, essa
matriz auxilia a proliferacdo, diferenciacdo e biossintese de células. A engenharia de
tecido 6sseo, na tentativa de acelerar a regeneracdo do tecido lesionado, desenvolveu
matrizes artificiais com morfologia similar a da matriz 6ssea, chamadas de matrizes
tridimensionais ®. Atualmente, a engenharia de tecido 6sseo vem aprimorando cada vez

mais a fabricacdo dessas matrizes.

As matrizes artificiais fornecem um microambiente adequado para a proliferacao,
adesdo e diferenciacdo celular garantindo o crescimento tecidual em seu interior. Para
ISs0, necessitam entre outras propriedades, apresentar biocompatibilidade com o tecido
humano, interconectividade entre 0s poros, possuirem resisténcia mecanica similar a do

tecido 6sseo e serem biodegradaveis na velocidade em que o tecido é regenerado .

Polimeros e vidros bioativos tém sido utilizados na producdo de matrizes
tridimensionais devido a possibilidade de combinacgdo, formando hibridos orgéanico-
inorganicos biocompativeis com o tecido 0sseo, com boa resisténcia mecanica,

porosidade adequada para o crescimento tecidual e biodegradabilidade © .

A quitosana (Qui) por ser biocompativel, biodegradavel, além de favorecer a
osteoconducdo e ser quimicamente similar a fase orgénica do osso tem sido muito

utilizada na fabricacdo de matrizes. Porém por apresentar baixa resisténcia mecénica e



baixa flexibilidade, geralmente sdo utilizadas associadas a outro polimero ©, como por
exemplo, com o poli(alcool vinilico) (PVA), polimero sintético que apresenta
resisténcia a compressdo e flexibilidade superiores as da quitosana, além de possuir

sitios de adesdo de moléculas bioativas e solubilidade em solventes bioldgicos .

Os vidros bioativos (VBs) sdo materiais que demonstram excelente potencial no reparo
e regeneracdo do tecido 6sseo, formando ligacdes diretas com os tecidos moles e duros.
Formam uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) na superficie do implante, a
qual é responsavel pela ligacdo interfacial do implante com o tecido humano. No
entanto, sua fragilidade, baixa biodegradabilidade e a baixa resisténcia mecanica,
qguando comparada a resisténcia do tecido dsseo, restringe sua aplicacdo clinica. Uma
possivel alternativa é a producéo de compésitos e sistemas hibridos .

Em trabalhos anteriores realizados, o VB foi utilizado na producdo de matrizes com
fases organicas Qui/PVA, observando-se a formacdo de paredes e cavidades bem
definidas e organizadas, e uma morfologia com alta uniformidade “®. O grupo de
pesquisa NDBio UFMG, fabricou matrizes com a utilizacdo do vidro bioativo na
concentracdo de 20 % (p/p), obtendo como resultado, matrizes com morfologia
uniforme, isotropica e mais rica em interconectividades quando comparadas a matrizes

com 10 e 30% de vidro ‘?,

A secagem por liofilizacdo representa uma rota bastante interessante para obtencédo de
matrizes poliméricas e hibridas para uso na engenharia de tecidos, por favorecer a
sintese de biomateriais com alta porosidade e complexa arquitetura hierarquica. As
principais razGes que tornam a liofilizagdo muito atraente sdo o fato de ndo requerer a
utilizacdo de solvente organico porogénico, além de aumentar a estabilidade do

material, principalmente quando este é dissolvido em meio aquoso ! ".

A preparacgdo de matrizes hibridas a base de PVA/Qui/VB tem resultado em matrizes
com tamanho de poros na faixa de 100 a 300 um, elevada interconectividade entre os
poros, resisténcia mecanica similar a resisténcia apresentada pelo tecido &sseo
trabecular e biocompatibilidade e biodegradabilidade controladas % ). Lemos !?
estudou a preparacdo de matrizes sintéticas tridimensionais com 20% de massa

cer@mica e 80% de massa polimérica (PVA/Qui na razdo 3:1) por rota sol-gel e secagem



por liofilizagdo, e obteve como resultado amostras com arquitetura homogénea, elevada
porosidade e poros esféricos bem distribuidos “”. Neste trabalho, é dada continuidade
aos estudos de matrizes do sistema PVA/Qui/VB. Investigamos aqui a obtencédo, por
rota sol-gel, de matrizes PVA/Qui com 20% de VB (m/m), e com diferentes relagdes de
massa polimeérica PVA/Qui (1:3, 1:1 e 3:1), reticuladas com glutaraldeido e secas por
liofilizacdo. Além de avaliar o efeito da variacdo da composicdo da blenda polimérica
sobre as caracteristicas estruturais das matrizes obtidas, este trabalho tem como objetivo

avaliar a degradacdo in vitro das diferentes matrizes produzidas.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o efeito da variacdo da composicao da blenda
polimérica poli(alcool vinilico) (PVA)/Quitosana (Qui) sobre as caracteristicas
estruturais e taxa de degradacdo de matrizes porosas hibridas contendo 20% de vidro

bioativo.

2.2 Objetivos Especificos

Obtencdo de matrizes porosas hibridas com variacdo da proporcao de polimeros (PVA/

Qui) mantendo a proporc¢ao fixa de vidro bioativo.
CaracterizacOes das matrizes.

Avaliacéo da degradacéo in vitro das matrizes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tecido 6sseo

O 0sso é um composto natural constituido de aproximadamente 30% de matriz organica
e 70% de mineral rigido. E um tecido estrutural auto-reparador, capaz de adaptar a sua
massa, forma e propriedades a evolugdo das exigéncias mecanicas, e suportar 0s
impactos das atividades fisicas do dia a dia. Serve também de suporte para os masculos
estriados e de protecdo para o sistema nervoso central e os 6rgdos vitais !?. Suas
principais células sdo os osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos
provenientes das células osteogénicas sdo responsaveis pela sintese da parte organica da
matriz 6ssea (colageno glicoproteinas e proteoglicanos). S&o encontrados na membrana
que recobre a cavidade medular do o0sso juntamente com as células osteogénicas.
Possuem a forma cuboide quando estdo em méaxima atividade celular e a forma colunar

quando suas atividades estdo reduzidas '*'?.

A medida que os osteoblastos sintetizam a matriz organica, acabam ficando presos em
meio a matriz recém- sintetizada. O aprisionamento de um osteoblasto e de seus
prolongamentos formam as lacunas e os canais de Havers (canaliculos). Neste
momento, o osteoblasto passa a ser chamado de ostedcito, e se torna responsavel ndo

mais pela sintese da matriz, e sim pela nutricdo e manuten¢do do 0sso.

Através dos canaliculos ocorre a comunicacdo entre 0s osteOcitos e as trocas de
moléculas e ions (célcio, magnésio, potassio, sodio, bicarbonato e fosforo) entre os
capilares o os ostedcitos. O fésforo e o calcio formam os cristais de hidroxiapatita (HA),
localizados ao longo das fibras de colageno, e sdo envoltos por substancias amorfas. Os
osteoclastos sdo provenientes da matriz 0ssea, e sdo responsaveis pela reabsor¢do da

prépria matriz organica 7,

O tecido 6sseo em si é organizado em dois padrdes: trabecular (0sso esponjoso que
possui uma porosidade na faixa de 75%) e compacto (osso cortical) (Figura 3.0). No

0SS0 esponjoso, as laminulas 6sseas sdo irregulares em forma e tamanho, e seu arranjo é



constituido de modo a deixar lacunas (trabéculas 6sseas) que se comunicam umas com
as outras e abriga a matriz dssea, razdo esta de ser bem vascularizado. J& no 0sso
cortical, as laminulas encontram-se fortemente unidas umas as outras pelas suas faces,
sem que haja espaco livre interposto. Por este motivo, esta forma é a mais densa e
rigida. Externamente 0s 0ssos sdo revestidos pelo periosteo e, internamente, pelo
enddcito (onde se localizam os osteoclastos). O 0sso esponjoso fornece ao tecido 0sseo

a elasticidade para suportar as forcas de tracdo e flexdo, enquanto o o0sso cortical

fornece a dureza para suportar as forcas de compressdo, forcas estas as quais 0S 0SS0S
(13-15)

estdo submetidos no dia a dia

Osso
trabecular
(esponjoso)

(a)

Osso trabecular

),L //L \ |

- (esponjoso) i
‘ »dﬁ £
' = ?R}g 2

Osso cortical

()

Figura 3.0: Anatomia do osso (a) trabecular e (b) cortical '¥.

O osso cortical, ao ser submetido a compressao, possui resisténcia mecanica entre 131 e
224 MPa no sentido longitudinal e de 106 a 133 MPa no sentido transversal. Ao ser
submetido a tracdo, sua resisténcia mecanica passa a variar de 78,8 a 151 MPa no

sentido longitudinal, e de 51 a 56 MPa no sentido transversal. Seu moédulo de



elasticidade na dire¢éo longitudinal varia de 17 a 20 GPa e na transversal varia de 6 a 13
GPa. Ja o osso trabecular, devido a sua morfologia porosa, possui um comportamento
mecanico mais complexo que o 0sso cortical, sendo sua resisténcia mecanica muito
baixa (varia de 2 a 5 Mpa). Em contra partida, possui modulo de elasticidade variando
de 90 a 400 MPa °.

3.2 Engenharia de Tecido 0sseo

A engenharia de tecidos é uma area de conhecimento em rapida evolucdo, que procura
reconstituir, substituir ou regenerar tecidos especificos ou Orgdos, atraves da
transformacdo de conhecimentos da fisica, quimica e biologia em materiais eficazes e
praticos @, responsaveis tanto pela manutencdo da estrutura tecidual existente, quanto
por viabilizar o crescimento tecidual, atuando como matrizes auxiliares a proliferacao

de tecidos vivos “'?,

No inicio deste século, a facilidade de se produzir materiais sintéticos, desenvolvidos
quimicamente e mecanicamente para cada tipo de tecido humano, levou a realizacéo de
varias experiéncias de implantacdo, a maioria delas com o intuito de se estudar a
citotoxicidade dos biomateriais (27,

O termo engenharia de tecidos surgiu em 1987, para definir um campo de estudos
multidisciplinar que abrange principalmente os conhecimentos de engenharia de
materiais e de ciéncias biomédicas. No final da década de 80, a engenharia de tecidos
comecou a ser ministrada em centros de ensino com 0 objetivo de avangar nos
conhecimentos e pesquisas para o tratamento de doencas utilizando abordagens
celulares. Durante a década de 1990, a engenharia de tecidos progrediu rapidamente
com o desenvolvimento de alguns substitutos bioldgicos de tecidos, como tecidos,

6rgdos artificiais e matrizes para crescimento tecidual "2,

Para regeneracdo do tecido 0sseo, matrizes extracelulares artificiais tridimensionais sdo
desenvolvidas para serem implantadas no tecido danificado no intuito de servirem de

suporte para que células do tecido adjacente migrem através das interconectividades de



Seus poros e promovam o crescimento tecidual. As matrizes, também podem ser
utilizadas para induzir e sustentar o crescimento tecidual in vitro utilizando células do

préprio paciente para depois serem implantadas no tecido danificado.

Uma matriz desenvolvida pela engenharia de tecidos deve promover um perfil
biomecanico inicial proporcionando a formacdo, deposicdo e organizacdo da nova

matriz organica gerada e degradar-se proporcionalmente ao crescimento do novo tecido
®)

A arquitetura tridimensional da matriz artificial é fundamental para que haja
desenvolvimento de fungbes bioldgicas especificas nos tecido em crescimento. E
projetada para proporcionar condi¢fes nutricionais adequadas e organizacdo espacial
para as células teciduais .

3.3 Matrizes para a Engenharia de tecidos

As matrizes sintéticas possuem a finalidade de substituirem temporariamente a matriz
extracelular natural (MEN), composta por uma malha intrinseca de colageno e fibras
elasticas incorporadas em um material de gel altamente hidratado com

glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas 2.

As matrizes utilizadas pela engenharia de tecidos podem ser projetadas na composicéo e
na estrutura (micro e macroestrutura), e precisam apresentar propriedades biolégicas e
fisicas compativeis com as condices fisioldgicas in vitro e in vivo do tecido danificado.
A principal funcdo da matriz € fornecer um suporte temporério com integridade
mecanica suficiente para manter sua arquitetura enquanto conduz a proliferacao,
diferenciacdo e biossintese celular no local em que foi implantada @ Para isto, devem
apresentar algumas propriedades essenciais: serem atoxicas, biocompativeis,
biodegradaveis, capazes de orientar e organizar a forma das células desejadas,
possuirem alta porosidade, estrutura porosa interconectada e resisténcia mecanica

similar a resisténcia mecanica do tecido danificado >,



A taxa de degradacdo do material deve ser proporcional a taxa de crescimento tecidual.
A cinética de absorcdo é fundamental e depende do tecido a ser regenerado. A
degradacdo da matriz utilizada para a engenharia de tecido Gsseo deverd ser
relativamente lenta, para que mantenha a resisténcia mecéanica até que a regeneragdo do
tecido esteja praticamente toda concluida %24,

Matrizes tridimensionais possuem uma extensa area superficial e tamanho de poros que
promovem a unido, migracgdo, proliferacdo e diferenciagdo de células teciduais do tecido
conjuntivo em toda a regido onde o tecido novo é necessario, assim como a

remodelacdo deste .

A quantidade de estimulo mecéanico realizado pela matriz depende de sua porosidade,
tamanho dos poros, arquitetura e das propriedades mecanicas dos materiais que a
compdem. A presenca de microporos (<100um) é importante para a sobrevivéncia das
células por viabilizar a formacdo vascular, adesdo celular, adsor¢do biologica de
metabdlitos e reabsorcdo das taxas controladas para corresponder ao reparo tecidual. J&
a presencga dos macroporos (> 100um e < 500um) séo ideias para habitar o crescimento
do tecido e a liberagdo dos nutrientes para o centro do tecido em formacgo 1%,

Para o crescimento do tecido 6sseo o ideal sdo poros com tamanho entre 75 e 250um. Ja
para o crescimento do tecido cartilaginoso, o ideal s&o poros na faixa de 200 a 300um.
Vale ainda lembrar que os osteoblastos apresentam excelente resposta celular em poros
com tamanho entre 200 a 400 um 9. Além da presenca dos poros (que devem ser
preferencialmente abertos), € necessario haver uma interconectividade entre eles
viabilizando a vascularizagdo do tecido em crescimento, o transporte adequado de
metabdlitos e residuos e a reabsor¢do do biomaterial na proporgdo do crescimento
tecidual **29).

Matrizes tridimensionais possuem uma extensa area superficial e tamanho de poros que
promovem a unido, migragdo, proliferacdo e diferenciacdo de células teciduais do tecido
conjuntivo em toda a regido onde o tecido novo é necessario, assim como a

remodelacdo deste .
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No caso do tecido ésseo, os materiais utilizados na fabricacdo das matrizes devem ser
preferencialmente osteoindutores (capazes de promover a diferenciacdo de células
progenitoras para células osteoblasticas), osteocondutores (sustentarem e induzirem o
crescimento do 0sso circundante), e capazes de osseointegracdo (se interagirem com o
tecido Osseo adjacente). Os materiais substitutos de osso em geral consistem em
ceramicas bioativas, vidros bioativos, polimeros naturais e/ou sintéticos, e compdsitos
destes. A bioatividade do compdsito, fornecida pelo seu componente bioativo, promove
o crescimento do tecido adjacente ao material implantado e a formacdo de um forte

vinculo entre o tecido e o material apés o implante .

Compdsitos organico-inorganicos combinam a flexibilidade de uma fase polimérica
com a resisténcia a compressao de um inorganico para gerar materiais bioativos com

melhores propriedades mecanicas e perfis de degradagio .

3.4 Poli(alcool vinilico)

O poli(alcool vinilico) (PVA) é o polimero sintético produzido em maior volume no
mundo através da polimerizacdo do acetato de vinila e hidrolise do poli (acetato de
vinila) em poli (&lcool vinilico — co-acetato de vinila) “**%. Foi obtido pela primeira vez
em 1924, por Herrman e Haehnel ?”. Em 1961, Staudinger *”, por meio das reagdes de
esterificagdo e saponificagdo, realizou pela primeira vez a transformagdo reversivel
entre o poli(alcool vinilico) e o poli(acetato de vinila). O PVA é hoje amplamente
utilizado na produgdo de adesivos, fibras, emulsificantes e materiais plasticos
descartaveis. E um excelente adesivo, possui boa resisténcia a solventes, 6leos e graxas,
e sua resisténcia a passagem de oxigénio € superior a de qualquer polimero conhecido
@2 Tem sido muito utilizado na engenharia de tecido 6sseo para a fabricagdo de
biomateriais devido a sua baixa toxicidade, disponibilidade de sitios de adesdo de
moléculas bioativas, solubilidade em solventes bioldgicos; possuir caracteristicas
interfaciais e mecanicas; além de apresentar grupos OH capazes de se ligarem para

fortalecer as ligag6es de hidrogénio com moléculas bioativas 2.
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O grau de hidrélise (GH) desse polimero é dado pela relacdo entre o percentual de
hidroxilas no copolimero final e o ndmero inicial total de grupos acetila %", Diante
disso, é classificado em parcialmente hidrolisado (GH na faixa de 80%) ou totalmente
hidrolisado (GH 100%). Quanto ao grau de polimerizacdo, pode apresentar baixa
viscosidade (5cp), média viscosidade (20-30cp) ou alta viscosidade (40-50cp) %32,
Aumentando o grau de hidrolise do PVA, este apresenta reducdo da solubilidade, do
poder de dispersdo e da flexibilidade; e aumento da resisténcia a agua, de adesdao em

superficies hidrofilicas, da viscosidade, da resisténcia a tragdo e da cristalinidade ¢,

O PVA ¢ utilizado principalmente em solucdo, e é solivel em solventes altamente
polares e hidrofilos, sendo a agua seu melhor solvente. Sua solubilidade depende do
grau de hidrélise, do grau de polimerizacdo e da temperatura da solucdo. Para 0 PVA
completamente hidrolisado, o elevado numero de hidroxilas (grupos hidrofilicos)
conduz a formacdo de fortes ligacdes de hidrogénio entre os grupos de hidroxilas inter e
intramoleculares, impedindo sua solubilidade em &gua fria. Por outro lado, os grupos
acetato residuais no PVA parcialmente hidrolisado sdo essencialmente hidrofilicos, e
enfraqguecem as ligacGes inter e intramoleculares dos grupos vizinhos hidroxila,
favorecendo a entrada de agua nos novelos poliméricos e, dessa forma, aumentam a
solubilidade em agua, a frio. Quanto maior a quantidade de grupos acetato residuais no
PVA, maior sera sua solubilidade em &gua, a frio. Apos a dissolu¢do, o PVA mantém-se

estavel em solucdo aquosa, mesmo em temperatura ambiente V.

A temperatura possui uma grande influéncia na solubilidade do PVA. O aumento da
temperatura promove o rompimento das ligacbes de hidrogénio intra — e
intermoleculares, diminuindo essas forcas, aumenta a solubilidade do PVA. Se apés a
quebra dessas ligacbes de hidrogénio a temperatura continuar elevada, pode ocorrer
rompimento das ligacdes de hidrogénio com a agua, e neste caso, acaba por diminuir a
solubilidade do PVA ©23%39),

Devido & alta energia associada a dissolugdo da fase cristalina, a solubilizacdo do PVA
(100% hidrolisado) somente ocorre em temperaturas elevadas 2.

Para 0 PVA 98% hidrolisado, a diminuicdo do grau de polimerizagdo aumenta a
solubilidade. Para o PVA parcialmente hidrolisado (88%), a solubilidade ¢é

relativamente independente do grau de polimerizacdo. Para o PVA 80% hidrolisado, a
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solubilidade a baixa temperatura é muito maior que para o PVA 88% hidrolisado, mas
decresce rapidamente a partir de 30 °C 1323

As propriedades basicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo, do grau de
hidrélise e da massa molar. A combinacdo principalmente da massa molar e do grau de
hidrdlise influencia a solubilidade, a viscosidade, a resisténcia mecéanica, a adesdo em

superficies e a flexibilidade, entre outras propriedades 7.
3.5 Quitosana

A quitosana (Qui) é um biopolimero originado da desacetilacdo da quitina (Figura 3.1),
polimero natural existente em trés formas (B, a e y), € presente principalmente nos
exoesqueletos de crustdceos. A quitosana e a quitina sdo produtos naturais de baixo
custo, renovaveis e biodegradaveis, de grande importancia econémica e ambiental
(6.33.3841) " Og exoesqueletos de crustaceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela
industria pesqueira, que os consideram poluentes. Assim, sua utilizacdo reduz o impacto

ambiental #V.

A origem e o tratamento da quitina durante sua extracdo determinam a cristalinidade e
o polimorfismo da quitosana. A extracdo da quitina ocorre através de etapas de
desmineralizacdo e desproteinizacdo dos exoesqueletos, resultando em um biopolimero
em forma de p6 incolor, com uma parte de sua estrutura amorfa e outra cristalina. A
quitina contém grupos acetil (NHCOCH;) e, ao sofrer N-desacetilagdo termoquimica
com solugdo concentrada de NaOH m/v a 90-120 °C por 4 a 5 horas, resulta na

quitosana “*.
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Figura 3.1: Esquema da obtencdo de quitina e quitosana e suas aplicagdes “”

As condicdes utilizadas para a desacetilacdo da quitina determinam o peso molecular e
0 grau de desacetilacdo da quitosana. O produto N-desacetilado da quitina somente
passa a ser considerado quitosana quando o grau de desacetilacdo (GD) se torna igual
ou superior a 60%, percentagem a partir da qual o biopolimero se torna solivel em
solucdes acidas diluidas ¢**%4).

Tanto a quitina quanto a quitosana sao polimeros do tipo polissacarideos, e apresentam
estrutura quimica constituida por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-
amino -2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacbes glicosidicas B (1—4). Porém a
quitina apresenta mais unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e a quitosana

apresenta mais unidades de 2- amino -2-deoxi-D-glicopiranose ¢**3%40  Ambas
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apresentam estrutura molecular quimicamente similar a fibra vegetal celulose
diferenciando-se somente nos grupos funcionais ligados ao carbono 2 de cada unidade
glicosidica; grupos amino (NH,) para a quitosana, grupos acetil (NHCOCH3) para

quitina e grupos hidroxila (OH) para a celulose (Figura 3.2) (¢:33-3840)

CH20H CH20H

H
H
H NI'ICOCH"E H NHCOC 3 n
(b) Quitina
H
H
n
MH?2

(c) Quitosana

Figura 3.2: Comparacdo das estruturas moleculares da (a) celulose, (b) quitina e (c)

quitosana “°.

A quitosana apresenta estrutura cristalina rigida, através de ligacdes de hidrogénio intra
e intermolecular. Através da difracdo de raios-X podemos observar que a quitosana tem
uma célula unitaria ortorrémbica, com parametros de rede a = 0,807nm, b = 0,844nm e
¢ =1,034nm (Figura 3.3) 3347,
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Figura 3.3: Célula unitaria da quitosana evidenciando as trés projecdes “*.

Normalmente, a quitosana é insoluvel em solugdes alcalinas. Entretanto, em solucdes
acidas (pH < 6) os grupos aminos livres e protonados na glicosamina facilitam a
solubilidade da molécula ¥,

A quitosana possui trés grupos reativos funcionais: o grupo amino na posi¢do C(2), o
grupo hidroxil priméario na posicdo C(3) e secundario na posicdo C(6). Estes grupos
permitem modificacbes na quitosana para aplicacdes especificas, que podem ser
utilizadas na producdo de diversas matrizes artificiais pela engenharia de tecidos. A
quimica natural da quitosana por sua vez, oferece muitas possibilidades para
modificagdes covalentes e idnicas que permitem um amplo ajuste de suas propriedades

mecanicas e bioldgicas ©.

O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana expressa o conteido meédio de unidades de
glicosamina nas cadeias desse biopolimero, e influencia suas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas; assim como a hidrofobia, solubilidade, viscosidade de suas
solugdes, e a capacidade de reticulagdo na presenca de determinados agentes
reticulantes “?. Conforme o grau de desacetilacdo aumenta, as interacdes entre a
quitosana e as células também aumentam, pela presenca dos grupos amino.
Consequentemente, a desacetilacdo da quitosana favorece uma maior adesdo e
proliferacéo celular ©¥,

A quitosana pode ser agrupada em dois grupos: (i) baixo peso molecular, entre 20
kilodaltons (kDa) e 190kDa, com GD < 75%; (ii) alto peso molecular, de 190kDa a



16

375kDa, com grau de desacetilagdo >75%. O peso molecular e o GD afetam
diretamente as propriedades quimicas e biologicas do polimero. A tabela 3.1 mostra a

relacdo do GD e do peso molecular com as propriedades da quitosana “**+%).

Tabela 3.0: Relago entre as propriedades e parametro estruturais da quitosana %,

Propriedades Caracteristicas estruturais

Solubilidade TGD
Cristalinidade IGD

Biodegradabilidade JGD e { Peso molecular
Viscosidade TGD
Biocompatibilidade TGD

Antioxidante TGD e 4 Peso molecular
Aumento do efeito de permeacao TGD

Sua estrutura linear, ndo ramificada e de elevado peso molecular € um excelente
intensificador da viscosidade em ambientes acidos, e é responsavel pela quitosana se
comportar como um material pseudoplastico, que apresenta diminuicdo da viscosidade

com o0 aumento das taxas de cisalhamento ©¥.

A presenca dos grupos amino, indica que o pH modifica substancialmente o estado de
carga e as propriedades da quitosana, que se dissolve facilmente em solugdes &cidas
(pH<6.0) ®”. Em pH baixo (pH<6.0), os grupos amino protonados tornam-se
carregados positivamente, o que faz da quitosana um polieletrélito catidnico solivel em
agua. Por outro lado, a medida que o pH aumenta (pH >6,0), as aminas se desprotonam
e o polimero perde a sua carga, tornando-se insoltuvel. Além do GD, o peso molecular
também € um parametro importante que afeta de forma significativa a solubilidade e

outras propriedades da quitosana “>%).
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A viscosidade de uma solugédo de quitosana aumenta com o aumento da concentracéo de
quitosana e com o0 aumento do grau de desacetilacdo, e diminui com o aumento da
temperatura. Pode ser influenciada por diferentes condicdes de desacetilacéo, através da
alteracdo das forcas de repulsdo inter e intramolecular “®". A viscosidade também
influencia propriedades biolégicas, como propriedades cicatrizantes, aumento e

aprimoramento da osteogénese, assim como a degradacdo por lisoenzimas ©%.

O controle do grau de degradacao é essencial para a aplicacdo de biomateriais a base de
quitosana na regeneraco tecidual. A degradacdo aumenta quando o GD diminui ®”. A
cinética de degradacdo parece ser inversamente proporcional ao grau de cristalinidade,
que é essencialmente controlado pelo GD. A distribuicdo dos grupos acetil também
afeta a biodegradabilidade, o arranjo dos grupos acetil e sua distribuicdo aleatéria em

vez de em bloco, e resulta em taxas muito baixas de degradagdo enzimatica ®.

A desvantagem de se fabricar uma matriz artificial de quitosana pura é a dificuldade de
se controlar sua taxa de degradacdo. Uma taxa de degradacdo rapida pode causar uma
resposta inflamatoria crénica, enquanto que uma taxa de degradacao lenta induz apenas
a uma resposta inflamatéria aguda. Uma opcdo é combinar a quitosana com outros

polimeros, para se controlar a taxa de degradagdo 2.

A engenharia de tecidos tem utilizado muito a quitosana associada a outros materiais na
fabricacdo de biomateriais devido a suas propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade, inércia fisioldgica, grande afinidade com proteinas,

antibacterianas entre outras %49,

3.6 Vidro Bioativo

Os vidros bioativos (VBs) sdo materiais de grande relevancia para a producdo de
matrizes artificiais, pela possibilidade de se controlar uma variedade de propriedades
quimicas e, assim, a taxa de bioreabsor¢do. A estrutura quimica dos vidros, em
particular os vidros derivados da rota sol-gel, pode ser adaptada a nivel molecular,

variando-se sua composicdo, 0 processo térmico e/ou o processo ambiental. E possivel
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projetar vidros bioativos com propriedades de degradacdo especificas para uma

aplicacdo na engenharia de tecido 6sseo (1529,

Descobertos em 1968 por Hench et. al. que utilizaram o termo bioatividade para
descrever a habilidade que certas composi¢des de vidros contendo SiO,, Na,O, CaO e
P,Os possuem de se ligarem ao tecido 0sseo circundante ao implante, induzindo a
formacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) em sua superficie, em
meio fisiologico. A HCA é quimicamente e estruturalmente similar a fase mineral do
o0sso “© e é responsavel pela ligacdo interfacial entre o implante e o tecido 6sseo

circundante ao implante ©.

Os VBs suportam atividade enzimética e vascularizacdo, promovem a adesdo dos
osteoblastos, e o crescimento e diferenciacdo das células mesenquimais em
osteoblastos. Porém, apresentam baixa resisténcia mecanica e a fratura, especialmente
na forma porosa, quando comparados ao 0sso trabecular e esponjoso, fator que muitas
vezes limita seu uso pela engenharia de tecido 6sseo. Uma alternativa € sua utilizacao

associada a um ou mais polimeros, na fabricacdo de hibridos organico-inorganicos
(66,69,70)

Os VBs mais utilizados para aplicacfes biomédicas sdo compostos de sodio, calcio e
fosforo, em diferentes proporcdes. O vidro bioativo 45S5, conhecido como Bioglass®, é
composto por 45 mol% SiO,, 24.5 mol% Na,O, 24.5 mol% CaO e 6 mol% P,0s. Outras
composigdes de vidro bioativo ndo possuem o sodio em sua composi¢do, como o0 77S e
0 58S, que se diferem na quantidade de silica e de dxido de calcio. O 77S possui 80
mol% SiO,, 16mol% CaO e 4 mol%P,0s5 e 0 58S possui 60 mol% SiO,, 36 mol% CaO
e 4 mol% P,05 &),

A técnica de fabricacdo dos VBs mais comumente empregada é o processo sol-gel, que
surgiu no fim da década de 90 e composto de uma sequéncia de processos quimicos
inter-relacionados, que envolvem a mistura de alcodxidos e &gua deionizada na
presenca de solvente e catalizador, resultando na sintese de uma rede tridimensional

interconectada inorganica 2.
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O processo sol-gel trata de qualquer rota de sintese de materiais onde, em um
determinado momento, ocorre uma transicdo do sistema sol para um sistema gel. O
termo sol é utilizado para definir uma suspensao de particulas coloidais com dimensdes
entre 1nm a 100nm, estaveis em um fluido (formadas a partir da hidrolise de uma
solugdo de tetraalcoxissilanos em um solvente organico que leva a formacdo de
particulas com funcdo silanol); o termo gel denomina a rede tridimensional
interconectada criada a partir de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias

poliméricas (gel polimérico) ¢,

Nos géis coloidais, a gelatinizacdo ocorre através da agregacdo linear de particulas
primarias (Figura 3.4-1), que somente ocorre pela alteracdo apropriada das condi¢cbes
fisico-quimicas da suspensdo, como a mudanca de pH do sol ou por um precursor, como
0 Si(OR)4, usado para fornecer a rede Si-O-Si de vidros bioativos, onde R pode ser CH;,
C,Hs ou C3H, @529 Nos géis poliméricos preparados geralmente a partir de solucdes
poliméricas, a gelatinizacdo ocorre pela interacdo entre as longas cadeias poliméricas
lineares (Figura 3.4-2) 9.

"

“ay .

PRI Gel coloidal

Gel polimérico

Figura 3.4: Desenho descritivo do processo sol gel para obtencdo do (1) gel coloidal e

do (2) gel polimérico ©¥.
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A técnica sol-gel permite a sintese de materiais com elevada area superficial, elevado
grau de hidrélise SIOH e elevada bioatividade ®¥. Possui a vantagem de poder ser
executada em temperatura ambiente, alem do baixo custo operacional. VBs obtidos
pelos métodos de fusdo possuem concentracdo de silica no méaximo em torno de 60%
em mol, enquanto que os vidros obtidos pela técnica sol-gel apresentam concentragao
de até 90% em mol. Comparando-se a mesma composicao de vidro bioativo fabricado
pelo método sol-gel e pelo método de fusdo, notou-se que o vidro produzido pelo
método sol-gel apresentou bioatividade e velocidade de formacdo da camada de
hidroxiapatita maiores que o produzido pelo método de fuséo ©®.

O método sol-gel permite a incorporacdo de polimeros em um volume de silica
inorganica, resultando na producdo de materiais hibridos organico-inorganicos %57,
Além do mais, o comportamento de dissolu¢do de um vidro bioativo em fluido humano

pode ser controlado quando estes sdo preparados com polimeros ©¥.

3.7 Reticulagdo Polimérica

A reticulacdo polimérica, também conhecida como “crosslinking”, € um processo que
ocorre quando cadeias poliméricas lineares ou ramificadas sdo interligadas por ligacdes
covalentes, formando polimeros tridimensionais com alta massa molar ©®. Os
reticulantes sdo moléculas que apresentam no minimo dois grupos funcionais reativos
que permitem a formacgéo de ponte entre cadeias poliméricas. Seus pesos moleculares

s30 sempre muito menores que o peso molecular da cadeia principal ©*.

Glutaraldeido (1,5 Pentanodial)

O glutaraldeido (GA) é um agente bifuncional extensivamente utilizado na reticulagdo
de polimeros e seus compdsitos. Interagindo fortemente com 0s grupos amino e, com
menor intensidade, com o grupo tiol, confere maior estabilidade a estes materiais ©¢*°V.
A interac@o que ocorre entre os grupos aldeido e os grupos amino livres dos polimeros
origina a formac&o de bases de Schiff (C=N), que é irreversivel. Acredita-se que se ao

utilizar solugdo de glutaraldeido (glutaraldeido diluido em agua deionizada), ligacGes
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duplas etilénicas sdo formadas, sendo estas irreversiveis e muito resistente a variacdes

de pH e temperatura ©*42.

E o agente reticulante mais eficaz. Porém, na forma livre é citotoxico ao corpo humano
@9 Uma solucdo de GA a 25% e na temperatura de 25 °C apresenta 4% de
glutaraldeido na forma livre. O restante dele esta na forma de mono e diidratos,
hemiacetais ciclicos e forma polimérica. Sua polimerizacdo em solucdo depende da

temperatura, pH e concentracéo ¢,

A reacdo entre o glutaraldeido e o PVA envolve os grupos hidroxil e o aldeido para
formar uma ponte acetal, enquanto que a reacdo com a quitosana envolve o grupo
aldeido e o grupo amina, formando bases de Shiff (C=N), que aumentam a estabilidade
dos hibridos PVA / Qui/VB 64,

3.8 Matrizes porosas PVA/ Qui/VB obtidas por liofilizacdo

Hibridos de polimeros sintéticos e naturais com uma fase de vidro bioativo conseguem
balancear de uma forma excelente a forca e a dureza, além de melhorarem as
propriedades mecanicas do hibrido, quando comparados com as propriedades isoladas
cada um de cada componentes ©7¢*%) Estes hibridos podem ser produzidos pela rota
sol-gel, que permite a incorporacdo de uma fase polimérica (polimeros sintéticos e/ou
naturais) a uma fase inorganica (vidro bioativo). A ligacdo entre essas duas fases
depende da forca de interacdo entre elas, e pode ser do tipo idnico (ligagdes fracas

envolvendo hidrogénio ou do tipo Wan der Waals) ou covalente ©*).

O sistema PVA/Qui/VB pode levar a preparacdo de nanocompositos (hibridos organico-

inorganicos) com resisténcia mecanica, bioatividade e biodegradabilidade controladas
(67)

Uma vez que o PVA apresenta excelentes propriedades mecéanicas, a quitosana possui
um grande numero de grupos amino reativo e grupos hidroxilo, que podem ser
utilizados para modular a integragdo com o tecido hospedeiro, e o vidro bioativo

apresenta excelente bioatividade, a associacdo desses trés materiais possibilita a
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formacgéo hibridos organico- inorganicos promissores para serem utilizados e estudados

pela engenharia de tecido dsseo.

Na engenharia de tecidos, a secagem por liofilizacdo é utilizada para a preparacdo de
materiais evitando as tensdes e retragcdes que podem levar a rachaduras e empenamento
durante uma secagem convencional. O resultado € uma matriz com microestrutura

porosa complexa, muitas vezes anisotrépica, gerada durante o congelamento V.

A quantidade, tipo, nimero, geometria das particulas e o tipo da solucdo liquida em
combinacdo com a velocidade do congelamento e aditivos determinam a morfologia e
conectividade dos poros, assim como a espessura e espacamento da lamela e o tamanho
e numero de pontes entre elas. A massa das paredes celulares, as propriedades de
superficie, propriedades mecanicas e a interagdo do tecido com a matriz liofilizada séo,

portanto extremamente dependente dos parametros de processamento .

O grupo de pesquisa NDBio UFMG vem estudando ha algum tempo a producéo de
hibridos PVA/Qui/VB ©*" Em um dos estudos, Mansur e Costa ©* obtiveram
matrizes hibridas com estrutura hierarquica com macroporos interconectados (10 —
500um) e mesoporos com estrutura tipica de gel de vidro inorganico (poros na faixa de
2 — 50pm). Ja Lemos "” obtive, variando a concentracdo de VB e utilizando a
liofilizacdo como meio de secagem, hibridos com porosidade na faixa de 153um e

hibridos com poros na faixa de 95um.

3.9 Liofilizagcdo

A liofilizacdo é considerada um processo que remove o solvente ou solugéo liquida do
material atraves da solidificacdo destes em baixa temperatura, seguida de sua
sublimacdo diretamente da fase solida para a fase vapor, formando poros em
consequéncia dos vazios deixados pelo solvente (ou solugédo liquida) sublimado do
material liofilizado. Além da formacdo de poros, este processo mantém a estrutura

original e aumenta a estabilidade do material 1.
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Basicamente, um liofilizador é composto de em uma camera de secagem com
prateleiras com temperatura controlada, que se conectam através de valvulas a uma
camera de refrigeracdo que é capaz de manter a temperatura abaixo de — 40 °C. A
camera de secagem €é conectada a um condensador que possui uma ou mais bombas de
vécuo conectadas em série, para atingir pressées na faixa de 0,4 a 4,0 x 10”mbar (baixo

vécuo) em todo o sistema durante a operacéo ).

E muito utilizado pela industria farmacéutica para manter ou melhorar a estabilidade de
seus produtos, e pela industria alimenticia, para manter as propriedades dos alimentos,
entre muitas outras aplicacfes. Recentemente, tem sido muito utilizado na engenharia
de tecidos, uma vez que atraves deste processo de secagem € possivel se manter
praticamente intactas as caracteristicas estruturais das matrizes porosas tridimensionais,

como as propriedades mecanicas e os poros formados pelos cristais de gelo sublimados
(10,11,66,67)

No processo de secagem convencional, alguns poros das matrizes acabam sendo
danificados, consequentemente, isso reflete na porosidade do material. Esse problema
pode ser evitado com a utilizacdo da liofilizacdo como método de secagem, por esta
técnica preservar as caracteristicas originais do material, pois ndo afeta diretamente a
matriz s6lida que envolve os cristais de gelo. Matrizes poliméricas tridimensionais
altamente porosas (~97%) e com extensa interconectividade de seus poros podem ser
produzidas através desta técnica que consiste de trés etapas: congelamento, secagem

priméria e a secagem secundaria 6%,

Congelamento

Durante a etapa de congelamento, a suspensdo liquida é congelada a temperaturas
geralmente abaixo de — 40 °C, resultando em uma matriz polimérica (no caso do
material submetido a liofilizagcdo ser uma matriz polimérica) com uma fase cristalina
contendo gelo de pura 4gua e uma fase amorfa contendo os materiais poliméricos e uma
guantidade limitada de agua ndo cristalina. Assim, a fase amorfa fica localizada entre 0s
coprecipitados e os cristais de gelo que crescem formando uma rede interpenetrante em
crescimento. Apds o congelamento, a pressdao na camara de secagem do liofilizador é

reduzida (1979,
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A temperatura e a velocidade de congelamento interferem na microporosidade,
morfologia dos poros e as propriedades mecanicas do material em preparacdo. Se o
congelamento ocorre bruscamente, ha o risco de ocorrer danos a estrutura do material,
pois os cristais de gelo formados serdo muito pequenos, ao passo que se a velocidade de
congelamento for lenta, a estrutura original do material seré& preservada e o tamanho dos
cristais de gelo formados serdo maiores (6369,

O material devera ser congelado em sua temperatura de transicao vitrea (Tg) ou abaixo
dela para que o congelamento ocorra no material todo e de forma homogénea V. A
bioatividade e a taxa de degradacdo podem ser controladas variando a concentracdo do
polimero na solucdo, bem como a temperatura de congelamento do sistema

polimero/solvente 7.

Secagem primaria

A secagem priméria envolve a sublimacédo, sob vécuo, dos cristais de gelo formados

durante o congelamento. E a etapa mais demorada do processo de liofilizac&o.

Nesta fase, 0 material j& possui 0 aspecto esponjoso e poroso. Por ser responsavel pela
eliminacdo de cerca de 90% da &gua e de 85 % da umidade contida no material, é a

etapa mais demorada do processo 7.

Secagem secundaria

Durante a secagem secundaria, ocorre a remocdo da agua remanescente (a que nao
formou os cristais de gelo durante o congelamento), por dessor¢cdo. A temperatura é
elevada e, muitas vezes a pressao é reduzida novamente, para promover a dessor¢éo da
agua residual. Ocorre eliminacéo de 10 % de agua e o material permanece com cerca de
2% de umidade. Localmente, a secagem secundaria pode ocorrer simultaneamente com

a secagem primaria, nas regides onde os cristais de gelo foram sublimados rapidamente
(66,67,69)

No processo de liofilizagdo, a microestrutura dos materiais pode claramente ser dividida
em trés zonas distintas (Figura 3.5), cada uma delas caracterizada por um tipo de

morfologia, e com dimensdes de poros distintas. Na primeira zona (zona 1), a mais
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proxima da area de contato com o frio, nenhuma porosidade é observada e o material é

denso; na segunda zona (zona 2), o material é caracterizado por uma morfologia celular;

na terceira zona, chamada de zona superior (zona 3), o material é lamelar, com longos

poros paralelos alinhadas na dire¢éo de crescimento dos cristais de gelo

Lamelar

.»~‘.7;- v

N

Celular

aa. . v
-~  §

Densa

) &

(76,77)

Figura 3.5: llustragdo do comportamento da porosidade nas 3 zonas de uma matriz

durante o processo de liofilizagdo !°.

A predominancia das zonas, assim como a morfologia dos poros, dependera do tipo de

material, da temperatura, da taxa de resfriamento e também do material que acondiciona

as amostras (da espessura da parede dos frascos). A Figura 3.6 € somente uma ilustragdo

esquematica da morfologia de poros predominantes em matrizes artificiais, compostas

por material polimérico e por material inorganico, obtidas pela técnica de liofilizagdo

(10,76,77)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
Os principais reagentes utilizados foram:

- Quitosana comercial (Qui) com alto peso molecular e grau de desacetilizacdo (GD)
>75%;

- Tetraetilortosilicato (TEOS);

- Trietilfosfato (TEP);

- Poli(alcool vinilico) (PVA) com grau de hidrélise (GH) =80%;
- Glutaraldeido (25%).

Todos os reagentes foram fornecidos pela Aldrich Chemical.

4.2 Sintese das Matrizes

Seis tipos de matrizes obtidas a partir de solucbes de poli(alcool vinilico) (PVA),
quitosana (Qui) e solucdo de vidro bioativo (VB), reticuladas com solucdo de
glutaraldeido (GA), foram estudadas neste trabalho:

- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 1:3 (20% PVA, 60%
Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 3% em relacdo a massa

polimérica;

- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 1:3 (20% PVA, 60%
Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 1% em relacdo a massa

polimérica;
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- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 1:1 (40% PVA, 40%
Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 3% em relacdo a massa

polimérica;

- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 1:1 (40% PVA, 40%
Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 1% em relacdo a massa

polimérica.

- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 3:1 (60 % PVA,
20% Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 3% em relacdo a massa

polimérica.

- Matrizes com 80% de massa polimérica e razdo PVA: Qui igual a 3:1 (60% PVA, 20%
Qui e 20% de VB), e reticuladas com glutaraldeido a 1% em relacdo a massa

polimérica.

Todas as amostras foram geleificadas em frascos abertos e em frascos tampados, no

intuito de verificar se o fato de tampar os frascos interfere no processo de geleificacao.

4.2.1 Preparo da Solucédo de PVA

A solugéo de PVA 5,0% (m/v) foi preparada pela dissolu¢cdo de PVA (GH=80%) em
agua deionizada (100 ml) em agitacdo mecénica a temperatura de 70 °C (x2 °C) por 45

minutos.

4.2.2 Preparo da Solucédo de Quitosana

A solucdo de quitosana (1%, m/v) foi preparada por dissolucdo do p6 comercial 1g em
100 ml de &gua deionizada. 2 ml de acido acético foi acrescentada a solucdo e em

seguida submetida a agitacdo mecénica por 24 hs.
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4.2.3 Preparo da Solucéo Precursora de Vidro Bioativo

O vidro bioativo 60S foi obtido pela hidrolise &cida e policondensacdo de
tetraetilortosilicato (TEOS (Si(OC,Hs)4)), alcodxido precursor de SiO,, e trietilfosfato,
alcodxido precursor de P,Os, (TEP ((C,Hs0);P0)). A hidrdlise ocorreu pela adicdo de
agua deionizada e foi catalisada por acido nitrico. Nitrato de calcio (Ca (NO3)2.4H,0)
foi adicionado como precursor de CaO. A composicdo nominal do vidro bioativo
utilizado (porcentagem em mol) foi: 60%SiO,; 36%P,05; 4%Ca0.

4.2.4 Preparo da Solucdo de Glutaraldeido

A solucdo de glutaraldeido (2,0% m/v) foi preparada por diluicdo de 2ml de
glutaraldeido 25% em 23ml de &gua deionizada.

4.2.5 Fabricacao das matrizes

As matrizes foram fabricadas pela mistura da solucdo de PVA com a solucdo de
quitosana nas razfes 1:3, 1:1 e 3:1 por 30 minutos de acordo com a tabela 4.0. Em
seguida adicionou-se a solucdo de vidro bioativo (20 % da massa total da matriz) e a
agitacdo mecénica continuou por mais 45 minutos. Por ultimo, a solucdo de
glutaraldeido a 2% (1 e 3% da massa polimérica) foi adicionada e a agitacdo mecanica

permaneceu por mais 15 minutos.

A solucdo resultante foi vertida em frascos de 7ml de volume com auxilio de uma
seringa, € mantida a temperatura ambiente por 72 horas, tempo necessario para que a
geleificacdo ocorresse. 50% dos frascos foram mantidos abertos e os outros 50% dos
frascos mantidos fechados durante o periodo de geleificacdo. Em seguida, os frascos
abertos foram fechados e juntamente com os frascos que geleificaram fechados foram
congelados por 72 horas em refrigerador a -20 °C.
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ApoGs esse tempo os frascos congelados foram imersos em nitrogénio liquido por 20
minutos e em seguida colocados no liofilizador (Modelo: K105 — Empresa Liotop -
SP/Brasil) por 48 h com temperatura no condensador de -98 °C e temperatura no coletor

das amostras de -4 °C. A pressao no coletor foi de 30mmHg.

Tabela 4.0: Concentracdes da composicdo, identificacdo, nomenclatura dos tipos de

matrizes e a forma como foram colocadas para gelificarem.

Matriz | Nomenclatura Concentragéo (%) Geleificacao
PVA | Quitosana | VB | Glutaraldeido | em frasco:
(referente a
massa
polimérica)
1:3 1:3 20 60 20 3 Aberto
1:3 1:3F 20 60 20 3 Tampado
1:1 1:1 40 40 20 3 Aberto
1:1 1:1F 40 40 20 3 Tampado
3:1 3:1 60 20 20 3 Aberto
3:1 3:1F 60 20 20 3 Tampado

4.2.6 Caracterizacio das matrizes tridimensionais

4.2.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens das matrizes para o estudo qualitativo da morfologia foram obtidas por
microscopia eletrébnica de varredura. Utilizou-se o microscopio de varredura com
canhdo de emisséo por efeito de campo modelo FEI-Inspect-S50/Republica Tcheca para
a realizacdo das imagens. Para evitar deformacdo da estrutura original das amostras,

estas foram imersas em nitrogénio liquido e fraturadas para obtencdo da superficie
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interna para analise, permitindo desta forma a integridade da estrutura original. Antes da

realizacéo das imagens, os corpos de prova foram recobertos com ouro.

4.2.6.2 Espectroscopia na regido do infravermelho por Transformada de Fourier

Espectroscopia na regido do infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada para caracterizar os grupos funcionais especificos do PVA, quitosana, VB e
glutaraldeido e as ligacbes quimicas entre eles antes e ap0s o ensaio de degradacdo. Os
espectros foram obtidos pelo modo ATR (reflexdo total atenuada) na faixa de numero
de onda de 4000 a 500 cm™ em uma resolucdo de lcm™ com um média de 64
varreduras. O equipamento utilizado foi Nicolet 380 da ThermoScientific, usando
cristal de seleneto de zinco. Os dados foram obtidos em transmitancia e os espectros
foram normalizados e as bandas de vibracdo foram associadas aos principais grupos

quimicos.

4.2.6.3 Porosidade aparente — Método de Arquimedes

O método de Arquimedes é utilizado para se obter a porosidade aparente de materiais
porosos. O método se baseia no principio de Arquimedes que estabelece que um sélido
com certo volume V, ao ser mergulhado em um fluido, realiza uma forga vertical
orientada de baixo para cima (empuxo), aplicada no centro de gravidade do volume de
fluido deslocado. A intensidade do empuxo é igual ao peso do volume de fluido
deslocado. Foram medidas as massas dos corpos das amostras secas (msg), Saturada com
fldido (mss) € suspensa no fluido (mgs) sendo que cada corpo de amostra foi medido
seis vezes. Foram utilizados cinco corpos de amostras de cada tipo de hibrido com
dimensao de 1,8 cm x 0,9 cm. Utilizou-se com fluido 4gua deionizada com densidade =
0,9982 g/ cm’. A amostra saturada foi obtida através da retirada do excesso de agua
deionizada na superficie do corpo de amostra com papel toalha pelo periodo de 2

minutos. A densidade volumétrica (pvo) foi calculada através da equacdo 1 e densidade
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verdadeira (pver) pelo célculo estimado (equagdo 2).A porosidade aparente foi calculada

pela equacdo 3 e por fim a porosidade total foi obtida pela equacéo 4.

pvo| = mse (Equa(;éo 1)
msat - mSUS
pver = %Qui X p Qui + % PVA X p PVA+ % VB x p VB (Equagéo 2)
Porosidade aparente (%) = Mgt — Mge X 100 (Equacéo 3)
msat - mSUS
Porosidade total = pyer — pvol X 100 (Equacéo 4)
Pver

4.2.7 Ensaio mecanico

A avaliagdo do comportamento mecénico das matrizes foi realizado através do ensaio
de compressao no equipamento Maquina Universal Instron 5882 e uma célula de carga
de 5KN e velocidade de ensaio de 0,5 mm/min. Foram utilizados trés corpos de prova
na forma cilindrica, cada um com dimenséo de 18mm de didmetro e 9mm de altura. Os
ensaios foram realizados na temperatura de 22 °C e de acordo com a norma ASTM D

695 (Standard Test Method for Compressive Properties of Rigid Plastics).

4.2.8 Ensaio de degradacgao

Os ensaios para a determinacdo do indice de degradacdo (ID) foram realizados com as

amostras em triplicata. As amostras foram secadas por liofilizagdo e mantidas em
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dissecador a vacuo por 48 horas, para estabilizacdo do peso. Em seguida, as amostras
foram pesadas em balanca analitica (MSI), e colocadas em recipientes contendo fluido
corporal simulado (SBF, que possui concentracdo ib6nica muito proxima da
concentracdo idnica do plasma sanguineo humano), obedecendo a condigédo de relagdo

entre a area superficial e o volume de solucéo igual a 0,1 cm™ ¥,

O SBF foi preparado conforme ISO/FDIS 23317:2007 (E) a temperatura de 36,5°C (+ 1
°C), e apresenta concentragBes ibnicas proxima as do plasma sanguineo humano
conforme mostrado na tabela 4.0. Os recipientes com as amostras foram mantidos em
banho-maria a 37 + 1 °C). O ensaio de degradacéo foi realizado em cinco periodos (0.5
horas, 2 horas, 12 horas, 24 horas e 168 horas). Ap0s o respectivo periodo do ensaio, as
amostras foram retiradas dos recipientes, lavadas cuidadosamente com agua deionizada
e secadas novamente por liofilizacdo. Antes de serem pesadas novamente,
permaneceram no dissecador a vacuo por mais 48 horas. O ID foi calculado conforme a
equacdo 5, onde MSI é a massa seca inicial, e MSf é a massa da amostra apds a

secagem final.

ID= MSI - MSf x100 (Equacéo 5)
MSI

Tabela 4.1: Concentracio idnica (10 mol) das solugdes de SBF e Plasma sanguineo.

fon Na* |K" [Mg™ |Ca™ [ClI" [HCOs | HPO,” | SO,
SBF 142,0 15,0 1,5 |25 |147,8|4.2 1,0 0,5
Plasma

. 142,0 | 5,0 | 1,5 2,5 1103,0 [ 27,0 1,0 0,5
Sanguineo

A figura 4.0 representa o fluxograma das etapas seguidas para a obtencdo das matrizes
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Figura 4.0: Fluxograma das etapas seguidas para a obtencdo das matrizes com

referéncia aos topicos do texto que explica detalhnadamente a realizacdo de cada etapa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo qualitativa das matrizes

As matrizes reticuladas com glutaraldeido a 3% foram submetidas ao envelhecimento
em frascos tampados e em frascos destampados. Foram descartadas deste trabalho as
matrizes envelhecidas em frascos fechados por ndo terem apresentado estrutura fisica
adequada (Figura 5.0). Possivelmente, isso ocorreu devido a presenca do solvente ndo
evaporado durante a geleificacdo, ter dificultado a formacéo dos cristais de gelo de
forma homogénea nas matrizes durante a fase de congelamento, sendo eliminado
somente durante a liofilizacdo juntamente com a dgua deionizada, tornando a estrutura

fisica das matrizes irregulares, com poros disformes e presenca de trincas.

As matrizes reticuladas com glutaraldeido a 1 % que até o presente momento ndo
geleificaram (Figura 5.1) também foram descartadas deste estudo. Na figura 5.2 estdo
representadas as matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 obtidas com sucesso neste trabalho. Essas
matrizes geleificaram em frascos abertos, e apresentaram estrutura fisica homogénea,
regular, poros bem definidos e interconectados, dimensdes finais variando de 18 mm x

10 mm a 18 mm x 8 mm com auséncia de fraturas e/ou trincas e consisténcia esponjosa.

‘

Figura 5.0: Matrizes 1:3 F, 1:1 F e 3:1 F descartadas devido & estrutura fisica irregular,

com fissuras e heterogénea.



35

Figura 5.1: Solugdo precursora da matriz 1:1 reticulado com 1% de glutaraldeido que

até o momento ndo geleificou.

Figura 5.2: Estrutura da matriz 1:1, 1:3 e 3:1 obtidas neste trabalho com sucesso, com

estrutura fisica homogénea, regular e sem a presenca de trincas.

5.2 Avaliacao morfoldgica através da Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das matrizes foi analisada através da microscopia eletronica de varredura
(MEV) e esta representada na figura 5.3, onde nota-se uma rede de poros
interconectados, bem definidos, abertos e com paredes finas. No geral, 0s poros
localizados na periferia da matriz apresentaram um leve achatamento em sua superficie,
possivelmente provocado pelo manuseio da amostra durante o fraturamento desta para
obtengdo do corpo de prova, mesmo a amostra sendo fraturada imersa em nitrogénio

liquido. O tamanho dos poros esta representado na figura 5.4.
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Figura 5.4: Imagem de MEV mostrando o tamanho dos poros das matrizes 1:3 (A), 1:1
(B) e 3:1 (C) obtidos na regido analisada por MEV.
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Os trés tipos de matrizes apresentaram na regido analisada, tamanho de poros na faixa
de 20 a 300um, e poros abertos condizentes com a literatura “*). A interconectividade

dos poros pode ser visualizada na figura 5.5.

Figura 5.5: Imagem de MEV mostrando a arquitetura dos poros e a interconectividade
entre os poros das matrizes 1:3 (A), 1:1 (B) e 3:1 (C).

A presenca de poros de tamanhos diferentes € de grande importancia, uma vez que o
tecido 0Osseo cresce através de poros na faixa de 100 a 200 um interconectados,
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enquanto a adesdo celular e a formagéo vascular ocorrem em poros menores que 100
um Y. A morfologia e tamanho de poros das matrizes analisadas foram similares aos

encontrados por Lemos em estudo anterior 1°.

5.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

As figuras 5.6,5.7 e 5.8 apresentam 0s espectros de espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR) do PVA, da quitosana e do vidro bioativo respectivamente

utilizados neste trabalho, onde se observam as bandas caracteristicas de cada material.
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Figura 5.6: Espectros de FTIR do material PVA utilizado na fabricagdo das matrizes.
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Figura 5.7: Espectros de FTIR do material quitosana utilizado na fabricacdo das

matrizes.
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Figura 5.8: Espectros de FTIR do material vidro bioativo utilizado na fabricagéo das

matrizes.
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A banda de 3600 a 3100 cm™ do espectro do PVA pode ser associada ao estiramento
das ligacdes O-H, devido as fortes ligacGes intramoleculares e intermoleculares de
hidrogénio ®'#2). A banda 2950 a 2850 cm™ refere-se ao estiramento do grupo alquilo (v
CH) (81.82)

No espectro da quitosana, a banda 3600 a 3200 cm™ geralmente é atribuida ao
estiramento do OH, e a0 —NH, e a banda em 1730 cm™ ao estiramento da amida (C=0).
A vibragdo assimétrica do estiramento C-H encontra-se na banda de 2922 cm’,
enquanto a vibracdo simétrica esta na banda de 2879 cm™ referente ao estiramento do
C-H. A banda caracteristica da deformacdo angular do CH, (tesoura) estd na banda de
1423 Cm-l (33,83,84).

Ja no espectro do vidro bioativo, as ligagdes Si-O-Si assimétricas aparecem na banda
1080 cm™, e as ligacBes Si-O-Si simétricas podem ser vistas na banda 450 cm
aproximadamente ©¥. A vibracdo na banda 950 cm™ foi associada com a presenca do
grupo silanol (Si-OH), encontrado geralmente em silica sintetizada pelo método sol-gel.
As bandas em 1000 cm™ (v PO,), 1220 cm™ (v POs*) e 960 cm™ (v PO,™), sdo tipicas

do grupo fosfato .

Matriz contendo PVA e vidro bioativo em sua composi¢do apresenta ampla banda de
3650 a 3000 cm™, atribuida aos grupos hidroxil (PVA) e aos grupos silanol (VB). Na
regi&o de 1500 a 900 cm™, ocorre sobreposicéo das bandas derivadas do vidro bioativo
e do PVA G381:89),

As bandas vibracionais associadas aos materiais PVA, quitosana e vidro bioativo,

utilizadas como referéncia ®¥, sdo listadas na tabela 5.0.

O grupo de espectros normalizados das matrizes obtidas esta representado na Figura

5.9, juntamente com o espectro do reticulante GA.
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Tabela 5.0: Bandas vibracionais de FTIR associadas ao PVA, a quitosana e ao vidro

bioativo.
Material Banda (cm™) Grupos quimicos associados

VB 461 Estiramento Si-O-Si

VB 822 Estiramento simétrico Si-O-Si
VB 953 Estiramento da ligacdo Si-OH

1000-1220, 960 duplo em v
VB Fosfatos (PO, ,PO;?), (PO4™)
=569 e v=603
VB 1080 Estiramento assimétrico Si-O-Si em SiO4
tetraedro

PVA 1141 Estiramento C-O cristalinidade
VB, o ,

VA 1634 Ligagdes O-H ( agua molecular)
PVA 2937-2870 Estiramento CH

PVA 1710-1740 Estiramento C=0, grupos acetato
VB,

VA 3550-3200 Estiramento O-H e dgua adsorvida
Qui 3570-3200 Ligagdes v OH, v N-H,

Qui 2955-2845 v C-H (assimétrica)

Qui 1900-1500 Amida I: v C=0

Qui 1650-1550, 1570-1515 8 N-H (1), 8 N-H (11)

Qui 1650-1550 8 N-H (1)

Qui 1154, 896 v COC ('sacarideos -  -1-4)
Qui 1300-1000 v C-O (ciclico)
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Figura 5.9: Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm™ das matrizes 1:1, 1:3 e
3:1, e do reticulante glutaraldeido (GA).

A figura 5.10 mostra os espectros referentes as matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 normalizados na
banda de 1450 cm™. Essa banda é referente & ligagdo CH, por ela ndo sofrer mudanca

devido a alteraces quimicas adjacentes ¢1538187)
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Figura 5.10: Espectros de FTIR das matrizes 1:3, 1:1e 3:1 normalizados na banda 1450

cm’!

O formato das bandas em 1648 cm™, associadas & ligagdo imina (C=N), e 1558 cm™,
associada ao grupo amina (-NH,), é similar aos encontrados por Costa Jr e Mansur ®®),
e por Monteiro Jr e Wang e colaboradores ®”. A banda em 1720 cm™, relacionada aos
grupos aldeidos livre (-COH), aparece nos espectros das matrizes 1:3 e 3:1. Porém, no
espectro referente & matriz 1:1, esta banda ndo aparece, indicando possivel reticulacéo
com o grupo amino, formando a ligagdo C=0 ©**%. Comparando as bandas do espectro
do glutaraldeido e das matrizes da figura 5.7, observa-se que a banda referente aos
grupos aldeido livres na solucéo de glutaraldeido utilizada neste trabalho aparentemente
esta na regido da banda 1639 cm™ e os espectros das matrizes estdo semelhantes entre
si, indicando uma possivel ligacdo dos grupos carbonila livres do glutaraldeido aos

grupos aminos da quitosana (figura 5.11).
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Figura 5.11: Ligacdo do grupo amino da quitosana com o grupo aldeido do
glutaraldeido formando base de Schiff ©*).

Através da intensidade das bandas 1110cm

-1

reticulacdo do PVA e da quitosana pelo GA conforme mostrado na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Razdo da intensidade das bandas 1650cm™ e 1110cm’™

e 1650cm™ calculou-se a razdo da

Matrizes
Razdo
1:3 1:1 3:1
1650/1110 1,64 1,44 1,49

Através do calculo da razéo da intensidade das bandas referente a reticulacdo do PVA e

da quitosana pelo glutaraldeido, supde-se a preferéncia da reticulacdo do glutaraldeido

pela quitosana, formando as bases de Schiff em detrimento da formagdo das pontes

acetal com o PVA.
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Dias et al.”?, identificou no espectro de FTIR de seu trabalho sobre producéo de filmes
de Qui/PVA com 23% de VB, as bandas caracteristicas do PVA (1084 cm™) e da
quitosana (1024 cm™) intensificados pela presenca do VB, e a banda de 1644 cm™,
associada as liga¢des do grupo imina C=N (base de Schiff) formado através do grupo
amino da quitosana com o grupo aldeido do GA.

A presenca do GA causa aumento na intensidade da banda de 1562 cm™ associada as
ligacdes etilénicas; e na frequéncia de e 2922 cm™ relativa ao estiramento dos grupos C-
H. Este fato pode ser atribuido ao aumento das contribuicdes da molécula de
glutaraldeido na reacdo quitosana- glutaraldeido que promove o aumento na reticulacédo
da cadeia. O aumento da intensidade das bandas relativas a ligacdo imina também
sugere que a reticulacdo do GA ocorre preferencialmente via base de Schiff no carbono
2 do anel glicossidico,22 em detrimento da ligagdo com os grupos hidroxilas nos
carbonos 3 e 6 ®¥. Ma et al.", relataram que a potente citotoxicidade do glutaraldeido
pode ser reduzida com presenca da quitosana devido ao grande nimero de grupos amino
em sua cadeia molecular, servirem como uma ponte, aumentando a eficiéncia da

reticulacdo pelo glutaraldeido.

A banda de 1080 cm™ est4 relacionada com a reticulacdo do PVA pelo glutaraldeido,
formando pontes acetais (figura 5.12).

Fonte
Acetal

/ \

y \
HDJ:ﬂ'{\i E\% K § H{:}
AW S //D/I\,/%
L ! |,
“OH HO ™

Figura 5.12: Ligac&o do grupo hidroxila do PVA com o grupo aldeido do glutaraldeido,
formando ponte acetal ©*.
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J& as bandas de 1650 cm™ e de 1638 cm™ estéo associadas & formagéo do grupo imina a
partir da amina da quitosana durante a reticulacdo pelo glutaraldeido ®*. A mistura da
quitosana com outros polimeros, no espectro de FTIR pode ser associada a banda 1250

cm™ que é atribuida & deformacéo do NH;" e do OH e estiramento do CO ®%).

5.4 Avaliacéo da Porosidade

A porosidade aparente (Paparente), @ porosidade total (Piwra) € @ densidade volumétrica
(pvor), foram calculadas através do método de Arquimedes (Balanca de Arquimedes). A
densidade verdadeira (pve) foi obtida por céalculo da densidade do composito. Os

resultados obtidos de porosidade e de densidade estdo apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Resultados de porosidade e densidade obtidos.

Amostra IDaparente (%) Ptotal (%) Pvol (g/ Cm3) Pver (g/ Cm3)
1:3 50 £5 97,5 20,3 0,04 0,01 1,6
1:1 56 £3 97,2 £0,5 0,04 0,01 1,5

A porosidade total de 96,6 % na matriz 1:3 e de 96,5% na matriz 1:1, esta compativel
com a porosidade total de 95, 56 da matriz 3:1 (matriz de referéncia) !°.

Para realizacdo do método de Arquimedes, o liquido utilizado foi 4gua deionizada.
Durante a execucdo do método, as matrizes comecaram além de preencherem seus
poros com a agua, comecaram a intumescer também, como mostra a figura 5.13. Isso

fez com que o tempo de imersao na agua fosse fixado em apenas 20 minutos.
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p'm“h-..

Figura 5.13: Representacdo do intumescimento apresentado pelas matrizes 1:1 e 1:3
antes da imersdo em agua deionizada (A) e ap6s a imersdo de 20 minutos em &gua

deionizada (B) para realizagéo do ensaio de porosidade aparente.

5.5 Ensaio mecanico

As curvas tensdo x deformacéo obtidas no ensaio de compresséo das matrizes 1:3, 1:1 e
3:1 sdo apresentadas na figura 5.14. Todas as amostras preparadas apresentaram area
total de 213,8 mm (16,5 mm de didmetro e 7,5 mm de altura) assegurando desta forma
uma secdo transversal isenta de defeitos. A tabela 5.3 apresenta os valores médios da
tensdo méxima de compressao, da deformagdo méxima, do mddulo de elasticidade e da

tenacidade obtidos nos ensaios de resisténcia mecénica a compresséo (n=3).
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Figura 5.14: Gréfico tensdo x deformacdo apresentando as curvas das matrizes 1:3, 1:1

e 3:1.

Tabela 5.3: Resultado das propriedades mecénicas obtidas através do ensaio de

compressao.
Matrizes
Propriedade mecanica
1:3 1:1 3:1
Tensdo maxima (Mpa) 0,18 £ 0,02 0,26 £ 0,05 0,09 £ 0,01
Deformacgdo maxima (%) 63,10 63,03 63,07
Maodulo de elasticidade (MPa) 2,2+0,1 0,9+0,3 0,9+0,2
Tenacidade (MPa) 3,75+£0,23 5,93 +0,29 1,83 £0,12
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Uma estimativa do médulo de elasticidade (0,2 % de deformacéo) resulta nos valores de
2,2, 0,9 e 0,9MPa para as razbes PVA/Qui de 1:3, 1:1 e 3:1 respectivamente.
Considerando a regido de até 70% de deformacdo, observa-se claramente a diferenca de
comportamento quanto a resisténcia a compressdo para as diferentes concentracoes
PVA/Qui. O aumento do teor de PVA em até 50% resulta em um aumento da
tenacidade, apds esta concentracdo, a tenacidade diminui cerca de 30%. A tensdo
méaxima suportada pelas matrizes foi de 0,18, 0,26 e 0,09 para as matrizes 1:3, 1:1 e 3:1
respectivamente. Esses valores justificam os valores obtidos na tenacidade pelas
matrizes. Entretanto, a reducdo na tensdo méaxima das matrizes 1:3 e 3:1 quando
comparadas a da 1:1, ndo é tdo significativa devido ao aumento do nimero de ligacdes

covalentes (C=N) evidenciados pelo FTIR.

A matriz de razdo 1:3 apresentou maior mddulo de elasticidade (2,2MPa) em relacdo as
matrizes 1:1 e 3:1 (0,9MPa). A diferenca de comportamento das matrizes pode ser
atribuida a preferéncia do grupo aldeido do glutaraldeido em se ligar ao grupo amina da
quitosana, conferindo maior estabilidade & matriz com maior teor de quitosana. A

deformacdo méxima sofrida pelas matrizes foi muito similar, na ordem de 63%.

A analise da alteracdo das propriedades mecanicas das matrizes e funcdo de sua
composicdo € necessaria, uma vez que essas alteragdes geraram mudangas no
comportamento mecanico das matrizes. A diferenca de concentracdo de PVA e
quitosana nas matrizes, ndo alterou significativamente a porosidade, o numero e
tamanho dos poros, assim como a arquitetura destes encontrados nas matrizes estudadas

neste trabalho.

A preferéncia do glutaraldeido em reticular a quitosana, evidenciado pelo FTIR, parece
influenciar significativamente o comportamento mecanico das matrizes. No geral, a
matriz 1:3 apresentou melhor desempenho no ensaio mecanico, sua curva no grafico
evidenciou gque esta consegue manter um comportamento mecanico mais uniforme por
mais tempo quando comparado as outras duas matrizes, 0 que pode ser comprovado

pelo seu modulo de elasticidade obtido (2,2MPa).
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5.6 Ensaio de degradacéo in vitro

A degradacdo pode ser definida como a deterioracdo das propriedades de um material.
As matrizes hibridas, destinadas a regeneracéo tecidual, sdo fabricadas com o objetivo
de se degradarem na proporcdo que ocorre a regeneracdo do tecido danificado. Esta
degradacdo ocorre preferencialmente por hidrolise. Os sinais mais comuns de que a
degradacéo esta ocorrendo, sdo a deterioracao das propriedades mecéanicas e reducdo da
massa do material “?. A degradacdo pode ser o resultado de atividades quimicas
(solvatagdo, dessorcdo, dissociagdo, hidrdlise, dissolucdo, oxidacdo, reducao e fotolise)
como de atividades fisicas (difusdo, abrasdo, trincas, peeling, quebra mecéanica) que
podem erodir a matriz tais como, ou da combinacdo de atividades quimicas com

atividades fisicas.

A figura 5.15 mostra a variacdo de massa ocorrida com o tempo durante o ensaio de

degradacéo.
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Figura 5.15: Variagdo de massa das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 submetidas ao ensaio de

degradacéo.
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As matrizes 1:3 e 3:1 ganharam massa na primeira 0,5 hora (1:3 ganhou 10,36% e a 1:1
ganhou 14,02% de massa), assim como a matriz 3:1 apresentou um pequeno ganho de
massa no periodo de 0,5 a 2 horas. O ganho de massa ocorrido nas matrizes pode ser
atribuido a um possivel aprisionamento da solucdo SBF durante o intumescimento. Apds o

ganho de massa, as matrizes apresentaram perda de massa, conforme mostrado na tabela
5.4.

Tabela 5.4: Proporcdo de perda de massa por tempo das matrizes 1:1 e 1:3 durante os

periodos do ensaio de degradacdo. O sinal (+) indica que a matriz ganhou massa.

Periodo da % massa perdida por hora
degradacéo (h) 1:3 1:1 3:1
2 (+) 3,30 (+) 3,18 1,8
12 0,47 0,54 0,71
24 0,24 0,28 0,74
168 0,04 0,05 0,25

A perda de massa foi mais intensa nas matrizes 1:3 e 1:1 no periodo entre 12 e 24 horas.
Possivelmente neste periodo, ocorreu a solvatacdo dos compostos idnicos da cadeia
polimérica (figura 5.16). As ligacOes covalentes apresentam degradacdo mais lenta via
despolimerizagdo ©*. Apds este periodo, a degradaco das matrizes mostrou-se menos
intensa, e a propor¢do da perda de massa tornou-se mais similar entre as matrizes 1:3 e
1:1; enquanto a matriz 3:1 apresentou uma perda de massa linear e mais intensa quando

comparada com as matrizes 1:3 e 1:1.
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' Solvatacio do Despolimerizacdo das ligagOes _
Intumescimento | — PVA livre —> | covalentes (quebra das pontes acetais

e das bases de Schiff)

Figura 5.16: Esquema mostrando as possiveis etapas que ocorreram nas matrizes 1:3,

1:1 e 3:1 submetidas ao ensaio de degradacdo em solucdo SBF por sete dias.

A perda de massa das matrizes ocorreu provavelmente por solvatagédo e
despolimerizacdo das cadeias. Essa premissa possui base nos resultados de FTIR, que
indicam a preferéncia de ligacdes cruzadas via NH, (quitosana) em relagdo as hidroxilas
(PVA) pelo grupo aldeido (GA). Assim, o PVA que se encontra fisicamente reticulado
sofre répida solvatacdo e o PVA/quitosana reticulados covalentemente sofrem uma

degradacdo mais lenta via despolimerizacao.

A degradacdo da matriz 1:3 foi mais lenta e menor que a das matrizes 1:1 e 3:1; o que
pode ser justificado pela preferencia da reticulacdo do glutaraldeido pelo grupo amino
da quitosana a partir da formacéo do grupamento C=N ao invés de formar ponte acetal
com o PVA ©?,

Ao se comparar a diferenca do percentual de massa perdida por hora das matrizes, nota-
se que conforme o tempo de degradacdo avanca a diferenca de percentual de massa
perdida entre as matrizes 1:3 e 1:1 vai diminuindo, possivelmente, em um ensaio de
degradacdo mais longo, esta diferenca acabaria se igualando. A degradacdo da matriz
3:1 ocorreu de forma mais acentuada, fato que pode ser explicado pela hidrofilia do
PVA, o que acelera a sua degradacao por solvatagdo, uma vez que esta matriz apresenta

um teor maior de PVA que as matrizes 1:3 e 1:1.

Através dos espectros de FTIR apresentados nas figuras 5.17, 5.18 e 5.19 podemos
observar que ocorreu uma consideravel reducdo na intensidade de transmitancia das
bandas das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 respectivamente apds 168 horas de degradacéo,
principalmente na matriz 1:1 e 3:1, que possuem maior teor de PVA, sugerindo que uma

parte do PVA se mantém reticulado fisicamente, e o intumescimento pelo fluido
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favorece sua mobilidade por lixiviagdo (solvatagcdo) enquanto que a quitosana se

mantém reticulada covalentemente, dificultando sua mobilidade por despolarizacéo.
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Figura 5.17: Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm™ antes (1:3 (a)) e ap6s
0 periodo de 168 horas (1:3 (b)) de degradacéo.
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Figura 5.18: Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 “™" antes (1:1 (a)) e apds
0 periodo de 168 horas (1:1 (b)) de degradacéo.
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Figura 5.19: Espectros de FTIR normalizados na banda 1450 cm™ antes (3:1 () e ap6s

0 periodo de 168 horas (3:1 (b)) de degradagéo.

Nos espectros das bandas 1:3(b), 1:1(b) e 3:1(b), as bandas referentes ao OH/NH
(2800cm-1 a 3000 cm-1), C=0 (1630 cm-1 a 1750 cm-1), CH (3000 cm-1 a 3600 cm-
1), NH+3 (~1550cm-1), CO/COOH (~1400cm-1), =C-O-C (1150cm-1 a 1250cm-1) e
CO ciclico (1000cm-1 a 1300cm-1) apresentaram diminuicdo de intensidade e

alargamento da banda, provavelmente pela solvatacdo do PVA.

As matrizes de razdo 1:3, 1:1 e 3:1 apresentaram perda de massa de forma gradativa,
mantendo sua estrutura fisica durante todo o ensaio. As matrizes 1:3 e 1:1 apresentaram
apenas reducdo de tamanho durante todo o periodo do ensaio de degradacao, sendo que
a matriz 1:3 apresentou maior integridade fisica que a matriz 1:1. J& a matriz 3:1
apresentou apos 168 horas de degradacdo apresentou além da reducdo de tamanho,
trincas condizentes com a deterioragdo das propriedades mecanicas como mostrado na
figura 5.20.
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Figura 5.20: Aspectos macroscopicos das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1 ap06s os periodos do

ensaio de degradacdo. Observa-se a integridade da estrutura fisica das matrizes que se

manteve duarante todo o ensaio.

Apesar da matriz 1:3 apresentar porosidade total maior que as matrizes 1:1 e 3:1,
apresentou menor perda de massa, possivelmente pelo fato de possuir maior teor de
quitosana, consequentemente, um quantidade maior de ligacbes covalentes entre o
grupo amino (quitosana) e o grupo aldeido (glutaraldeido), fato este que pode justificar
também a resisténcia mecanica desta matriz ser superior a das matrizes 1:1 e 3:1. A
arquitetura, tamanho e nimero de poros e a interconectividade entre eles, foram

similares nas regides analisadas por MEV nas matrizes.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas matrizes de PVA/ Qui/ VB reticuladas
com solucdo de glutaraldeido e secadas por liofilizagdo com o objetivo de serem

utilizadas potencialmente pela engenharia de tecido 6sseo como biomaterial.

As matrizes geleificadas em frascos tampados assim como as matrizes sintetizadas com
1% de glutaraldeido, foram descartadas deste trabalho por ndo terem apresentado a

estrutura fisica adequada para a realizacdo deste trabalho.

As matrizes obtidas neste estudo apresentaram porosidade, distribuicdo homogénea de
poros, tamanho de poros adequados e interconectados para serem utilizados pela
engenharia de tecido dsseo. A secagem por liofilizagdo mostrou ser uma excelente

técnica de secagem para este tipo de matriz.

A técnica de espectroscopia de infravermelho evidenciou uma similaridade entre os
espectros das matrizes 1:3, 1:1 e 3:1, com a preferéncia da reticulacdo do glutaraldeido

pelo grupo amina da quitosana com a formacéo do grupamento C=N.

A degradacdo das matrizes 1:3 e 1:1 foi satisfatéria. No geral, a degradacdo das duas
matrizes foi muito similar, apresentando perda de massa em torno de 10% ap6s uma

semana de ensaio, com preservacdo (macroscopica) de sua estrutura fisica.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, as matrizes apresentaram diferenca

significativa entre si no ensaio mecéanico e no teste de degradacdo; nos quais a matriz de
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razdo 1:3 se destacou mais, sendo a melhor opcdo entre as matrizes estudadas neste

trabalho para ser utilizada pela engenharia de tecidos.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos da citotoxicidade e bioatividade ndo foram realizados neste trabalho,
necessitando serem realizados para analise da real viabilidade das matrizes serem

utilizadas como biomateriais pela engenharia de tecido 6sseo.

A densidade verdadeira deveria ser calculada por picnometria de Helio, para obtencéo

de um resultado mais fiel.

Por ultimo, o teste de inchamento poderia ser realizado para estudo das ligacdes
cruzadas presentes na matriz, assim como o estudo do comportamento mecanico das

amostras poderia ser feito pelo ensaio mecéanico de compressao.

A realizacdo de ensaio mecénico das amostras entumecidas com solucdo SBF
acrescentard muita informac&o a respeito do possivel comportamento mecéanico da
amostra in vivo; uma vez que a matriz implantada no corpo humano ira ser submetida
cargas de compressao inserida em fluido corporeo e ndo na forma seca como foi

submetida neste trabalho.

Apesar de ser ideal a realizacdo de mais alguns ensaios, as matrizes estudadas neste
trabalho mostraram serem boas alternativas para aplicagcdo na engenharia de tecido,

principalmente a matriz com razéo 1:3 (PVA / Qui).
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