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RESUMO

Recentemente, os hidrogéis tem ganhado destaque na engenharia de tecido, pois podem
ser aplicados como matrizes injetaveis. Esses sistemas, que apresentam gelificacdo in
situ, apresentam vantagens sob os scaffolds pré-formados, tais como: possibilidade de
implantagdo minimamente invasiva, capacidade de preencher a cavidade danificada e
facil incorporagdo de agentes terapéuticos. Frente ao potencial desses sistemas, este
estudo se propbs a preparar e caracterizar hidrogéis termossensiveis de quitosana e
avaliar os efeitos da adicdo de colageno e nanoparticulas de vidro bioativo, em
proporcdes variadas. Antes do preparo dos hidrogeis, as matérias-primas foram
caracterizadas por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia
no infravermelho (FTIR), difracdo de raios X (DRX) e andlise térmica (TGA e DSC), de
forma a avaliar suas propriedades e grau de pureza. Ap6s varios ajustes de formula, foi
possivel a obtencdo de hidrogéis com temperatura de gelificacdo proximo aos 37°C. A
caracterizacdo das amostras foi realizada por MEV, FTIR e ensaios reoldgicos. As
micrografias de MEV mostraram que 0s hidrogéis possuem estrutura porosa, sendo que
a adicdo de colageno provoca um aumento no tamanho dos poros. Pelos espectros FTIR
constatou-se a presenca das bandas caracteristicas de cada componente do sistema com
a auséncia de novas bandas. Por meio dos ensaios reoldgicos foi possivel avaliar o
comportamento viscoelastico dos hidrogéis frente ao aumento de temperatura e
determinar o tempo de gelificacdo a 37°C. Os resultados mostraram que a adicdo de
coladgeno e vidro bioativo provocam um aumento na rigidez dos hidrogéis apds a
gelificacdo e que todas as formulacGes propostas sofrem gelificagdo em um intervalo de

tempo relativamente curto, cerca de 4 minutos.

Palavras-chave: hidrogéis termossensiveis, matrizes injetaveis, quitosana, colageno,

vidro bioativo.
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ABSTRACT

Recently, hydrogels have gained notoriety in tissue engineering because they can be
applied as injectable scaffolds. These systems, which present in situ gelation, have
advantages over preformed scaffolds, such as the possibility of minimally invasive
implantation, ability to fill the damaged cavity and easy incorporation of therapeutic
agents. Due to the potential of these systems, this study aimed at prepare and
characterize thermosensitive hydrogels of chitosan and evaluate the effects of collagen
addition and bioactive glass nanoparticles, in different proportions. Before the
preparation of hydrogels, the raw materials were characterized by thermal analysis
(TGA and DSC), scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy (FTIR),
X-ray diffraction (XRD) to assess its properties and purity. After several adjustments of
the formula, it was possible to obtain hydrogels with gelation temperature of
approximately 37°C. The samples characterization was performed by SEM, FTIR and
rheological tests. SEM micrographs show that the hydrogels have a porous structure and
the addition of collagen causes an increase in pore size. FTIR spectra showed
characteristic bands of each component of the system with the absence of new bands.
Rheological measurements allowed the assessment of the viscoelastic behavior of the
hydrogels against temperature increase and determine the gelation time at 37°C. The
results showed that the addition of collagen and bioactive glass cause an increase in
stiffness after gelation of the hydrogel and that all proposed formulations undergo

gelation in a relatively short period of time, approximately 3 minutes.

Keywords: thermosensitive hydrogels, injectable scaffolds, chitosan, collagen,

bioactive glass.



1. INTRODUCAO

Entre as estratégias ligadas a reconstrugdo tecidual, os biomateriais se destacam por ser
uma alternativa mais versatil e passivel de desenvolvimento entre todas as outras. Além
da possibilidade de escolha entre uma gama de materiais, ainda é possivel fazer
manipulacdes estruturais a fim de melhorar a biocompatibilidade do dispositivo e
aumentar as chances de sucesso nos procedimentos reparativos e regenerativos
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2008).

O mercado brasileiro na area de biomateriais estd em pleno aquecimento e ha
estimativas de que ird movimentar cerca de 1,7 bilhdes de ddlares em 2015. O aumento
da expectativa de vida e o aumento da incidéncia de doencas cronicas, como 0s
problemas cardiovasculares, estdo entre os fatores que influenciam o aumento no
nimero de biomateriais produzidos no pais (‘“Brazil Biomaterial Market 2010-2015,”
2011).

Um dos grandes avangos no reparo/regeneracao de tecidos danificados ou doentes € a
utilizacdo de sistemas injetaveis. Devido a possibilidade de serem administradas via
seringa e agulha diretamente no tecido a ser tratado, essas matrizes possuem a
habilidade de tomar a forma da cavidade e preencher defeitos irregulares e de tamanhos
reduzidos de modo minimamente invasivo, reduzindo o desconforto e complicacfes
para o paciente (KRETLOW; KLOUDA; MIKOS, 2007).

Os hidrogéis de polimeros biodegradaveis sdo constantemente empregados como
matrizes nesses sistemas. Entre os polimeros naturais e seus derivados, a quitosana e o
colageno tém sido bastante utilizados no preparo de hidrogéis por apresentarem
propriedades favoraveis como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade,
atividade microbiana, auséncia de toxicidade, entre outras (ARCA; SENEL, 2008;
GANJI; ABDEKHODAIE; RAMAZANI S.A., 2007; LEE; SINGLA; LEE, 2001).

A quitosana € obtida por meio da reacdo de desacetilacdo alcalina da quitina. Por
apresentar baixa solubilidade em agua e ser solivel somente em solugbes com pH
abaixo de 6,5, é comum fazer modificacBes quimicas nas cadeias da quitosana ou
combina-la a outros compostos a fim de lhe conferir novas propriedades. Para a

obtencdo de hidrogéis injetaveis € requerido que o sistema seja capaz de mudar do



estado liquido para gel a temperatura corporal. Para essa finalidade, a quitosana é
normalmente combinada com sais de 3-glicerofosfato, que estendem sua solubilidade a
um valor de pH proximo a neutralidade e permite que o sistema apresente ponto de
gelificacdo préximo aos 37°C (COUTO; HONG; MANO, 2009; RIVA et al., 2011).

As principais vantagens de se utilizar o colageno, principalmente o tipo I, de origem
natural, incluem sua abundancia, baixo indice de reagdes imunoldgicas e capacidade de
formar fibras a partir de preparagdes soluveis, cujas propriedades sdo similares aquelas
encontradas nos tecidos (CHAUDRY et al., 1997). Porém, apesar de sua versatilidade, o
uso do colageno é limitado devido a sua baixa resisténcia mecanica. Dessa forma, uma
das alternativas para aumentar suas propriedades mecanicas ¢ o estabelecimento de
ligacGes cruzadas no material. Atualmente, estudos abordam o uso do colageno
reticulado com quitosana para produzir hidrogéis, que podem ser utilizados como
matrizes injetaveis para regeneracdo tissular. Um desses estudos, conduzido por (DENG
et al., 2010), mostrou que a adi¢do da quitosana melhorou as propriedades fisicas do
hidrogel de colageno, além de aumentar sua capacidade de recrutar e diferenciar as

células endoteliais cultivadas.

Diversos estudos mostram as aplicagdes do vidro bioativo (bioactive glass — BG) na
engenharia de tecido. Os vidros bioativos possuem a capacidade de induzir uma
resposta bioldgica na interface do material, levando a formacdo de uma camada de
hidroxiapatita carbonatada (hydroxyl carbonate apatite - HCA), responsavel pela
formacdo de uma forte ligacdo entre o material e o tecido mole ou duro (RAHAMAN et
al., 2011).

A combinacéo do gel polimérico a base de coladgeno e quitosana com o vidro bioativo
resulta na formagdo de um compdsito bioativo com grande potencial para a regeneragdo
tecidual. Couto e colaboradores (2009) desenvolveram um sistema constituido de
quitosana e vidro bioativo para ser aplicado em reconstrucdes e regeneracdo ortopédica.
Seus resultados mostram que foi possivel obter uma boa disperséo das nanoparticulas de
vidro na matriz polimérica de quitosana, aléem de demonstrarem a inducdo de
aglomerados de apatita ap6s imersdo em liquido corporal simulado (simulated fluid
body - SBF) in vitro.



A viabilidade de obten¢do de um sistema injetavel a partir da combinacdo da quitosana,
do colageno e vidro bioativo sdo os pontos que norteiam e justificam o presente estudo.
O caréter inovador deste estudo consiste em avaliar, do ponto de vista fisico-quimico,
morfoldgico e reoldgico, 0 comportamento dos hidrogéis de quitosana frente a adicao de
colageno e nanoparticulas de vidro bioativo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento (obtencéo e caracterizacdo) de uma
matriz injetavel formada por uma estrutura polimérica hibrida, & base de
colageno/quitosana e nanoparticulas de vidro bioativo para utilizagdo potencial na

engenharia de tecidos.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar a matéria-prima do ponto de vista fisico-quimico, a fim de avaliar a
pureza e identificar suas propriedades.

e Obter hidrogéis termossensiveis baseados em quitosana e misturas de quitosana,
colageno e nanoparticulas de vidro bioativo.

e Auvaliar o efeito da adicdo do colageno tipo I no hidrogel termossensivel de
quitosana.

e Auvaliar o efeito da adi¢do das nanoparticulas de vidro bioativo nos hidrogéis.

e Caracterizar os hidrogéis sintetizados quanto a sua composi¢cdo quimica,

morfologia e comportamento reoldgico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Engenharia de tecidos e Biomateriais

A engenharia de tecidos é uma ciéncia multidisciplinar que visa o estudo e
desenvolvimento de materiais e métodos para a reparacdo de tecidos danificados ou
doentes. Atualmente, os estudos nessa area se inclinam para o desenvolvimento de
matrizes tridimensionais (scaffolds) reabsorviveis, juntamente com moléculas
sinalizadoras e fatores de crescimento que mimetizardo a matriz extracelular e
estimulardo a adsorcdo, multiplicacdo e diferenciacdo celular, promovendo a
regeneracdo do tecido lesionado (COELHO, 2003; REIS, 2007).

Essa é uma area nova na medicina regenerativa, que ganhou destaque na década de 90,
com estudos conduzidos por LANGER e VACANTI (1993). A Figura 1 ilustra o
desenvolvimento da técnica, que consiste no recrutamento de tecido do proprio
paciente, que sdo dissociados em células e cultivadas sobre suportes tridimensionais,
para entdo serem reinseridos no paciente e estimular a regeneragédo do tecido danificado
(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).
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Figura 1. Etapas envolvidas na técnica de Engenharia de Tecidos.



Os eventos que ocorrem durante o processo de reparo celular na engenharia de tecido
envolvem: (1) ades&o, proliferacdo e diferenciacdo celular; (2) produgdo da matriz
extracelular; (3) degradacdo do scaffold e (4) crescimento do novo tecido
(HOERSTRUP et al., 2004).

A escolha do biomaterial que ird compor o scaffold é de extrema importancia, pois ele
fornecera o suporte fisico e mecanico para o crescimento celular. Idealmente, para sua
aplicacdo na engenharia de tecidos esses suportes devem apresentar as seguintes
propriedades: (1) ser biocompativel, de forma a se integrar ao tecido hospedeiro
provocando minima resposta imunologica; (2) apresentar poros interligados, abertos e
com tamanho e geometria adequados para o crescimento celular, bem como o transporte
de nutrientes e metabdlitos; (3) apresentar propriedades de superficie, do ponto de vista
quimico e topografico, adequadas de modo a controlar e permitir a adesdo e proliferacdo
celular; (4) apresentar resisténcia mecéanica suficiente para suportar pressdo hidrostatica
e manter os espagos necessarios para o desenvolvimento das células e producdo da
matriz celular; (5) apresentar uma taxa de biodegradacdo ou bioadsor¢do compativel
com a taxa de crescimento do novo tecido, de modo que o scaffold seja totalmente
degradado quando o tecido lesionado estiver completamente recuperado
(BRAGHIROLLI, 2012; SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004).

Os biomateriais utilizados na fabricacdo de scaffolds podem ser de origem natural ou
sintética e incluem, principalmente, os materiais poliméricos, pois sdo prontamente
degradados e seus produtos de degradacdo sdo metabolizados e eliminados do corpo

sem efeitos danosos ao organismo (MONTEIRO, 2008).

Os polimeros de origem natural (animal ou vegetal) mais utilizados incluem as
proteinas (colageno, gelatina, elastina, queratina e actina) e os polissacarideos (quitina,
quitosana, celulose e amilose). As principais vantagens de se utilizar esses materiais
incluem suas propriedades bioativas e similaridade com as macromoléculas encontradas
na matriz extracelular, o que diminui as chances de uma resposta inflamatoria agressiva
do corpo. Em contrapartida, ha uma dificuldade se obter uma matéria-prima uniforme,
ja que esses materiais apresentam algumas propriedades especificas do tecido de origem
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; MONTEIRO, 2008; PARK; LAKES, 2007).



Os polimeros sintéticos biodegradaveis mais utilizados incluem os poli (acido glicélico)
(PGA), poli (4cido latico) (PLA), poli (acido lactico-co-4cido glicélico) (PLGA), entre
outros. Entre as vantagens destacam-se a facilidade de producdo em grande escala,
baixo custo e modificacGes estruturais por meio de modificagdes no processo de sintese
(PARK; LAKES, 2007).

Outra classe de materiais que vem sendo muito utilizada na producdo de scaffolds € a
dos materiais cerdmicos. Os materiais bioabsorviveis como os fosfatos de calcio
(tricalcio fosfato - TCP) e os bioativos, como os vidros a base de silica e fosfato (vidros
bioativos) e a hidroxiapatita (HA) tém apresentado sucesso em algumas aplicacfes
biomédicas. Entre as propriedades que os tornam atrativos para uso na area biomédica
destacam-se, respectivamente, sua degradacdo gradual no organismo e a capacidade de
formar ligacbes com o tecido hospedeiro (RAMALHO, 2006). No entanto, sua
aplicacdo é limitada, em alguns casos, pela fragilidade desses materiais. Dessa forma, a
tendéncia atual é a fabricacdo de scaffolds hibridos, aliando as propriedades dos
polimeros e das ceramicas de forma a se obter um material com propriedades mecénicas

e bioldgicas superiores, adequadas para aplicacdo biomédica (PEROGLIO et al., 2007).

Vaérias técnicas podem ser aplicadas no processamento dos scaffolds, gerando diferentes
tipos de estruturas como: (1) scaffolds porosas biodegradaveis, que incluem as espumas
ou esponjas; (2) scaffolds fibrosas, incluem as nanofibras produzidas pelas técnicas de
eletrofiacdo, auto-organizacdo ou separacdo de fase; (3) scaffolds formadas por
microesferas, incluem esferas de materiais hibridos, ceramicos e poliméricos; (4)
scaffolds injetaveis, que incluem os hidrogéis poliméricos ou hibridos que sofrem
transicdo sol-gel in situ. A escolha do biomaterial e a forma de fabricacdo do scaffold
dependerd da aplicacdo a qual se destinard o dispositivo (DHANDAYUTHAPANI et
al., 2011; MIKOS et al., 2004).

3.2. Hidrogéis e Sistemas Injetaveis

A estratégia de utilizar implantes formados in situ tem se popularizado por permitir a
realizacdo de procedimentos minimamente invasivos. Uma variedade de polimeros
naturais e sintéticos pode ser usada para formar hidrogel e serem utilizados como

scaffolds na engenharia de tecido. S&o alguns exemplos: poli(6xido de etileno) — PEO;



poli(alcool vinilico) — PVA; colageno, quitosana, gelatina e acido hialurénico (DRURY;
MOONEY, 2003).

Hidrogéis sdo definidos como redes poliméricas hidrofilicas, com configuracdo
tridimensional e capacidade de absorver uma elevada quantidade de agua dentro de sua
estrutura, sem se dissolver e preservando seu formato original (HORN; MARTINS;
PLEPIS, 2010; RIVA et al., 2011). As cadeias poliméricas podem ser interligadas por
ligagbes covalentes (reticulagdo), sendo conhecidos como hidrogéis quimicos ou
permanentes, ou por interacdes fisicas como ligacdes de hidrogénio, interacdes de Van
der Waals ou interacBGes eletrostaticas, chamados de hidrogéis fisicos (AOUADA;
MATTOSO, 2009; HIN, 2004).

(a) (b)

interagoes
fsicas =

rethcul aghes

Adaptado de (AOUADA; MATTQOSO, 2009).

Figura 2. Representacéo esquematica de (a) hidrogel quimico e (b) hidrogel fisico.

Os hidrogéis tém sido muito utilizados na engenharia de tecido devido a facilidade de
manipulacdo de suas propriedades fisicas, habilidade de incorporar células e outros
agentes terapéuticos, como fatores de crescimento, apresentarem transferéncia de massa
eficiente e serem uma alternativa aos processos cirurgicos (GUTOWSKA,; JEONG;
JASIONOWSKI, 2001).

Alguns hidrogéis possuem a capacidade de responder a um estimulo do meio em que é
inserido, como temperatura, pH, forca i6nica, estimulo magnético ou elétrico e outros
fatores. Esses hidrogéis sdo chamados de materiais inteligentes e respondem ao
estimulo mudando seu grau de inchamento e outras propriedades fisicas da rede
polimérica. Esse tipo de material tem despertado cada vez mais interesse para
aplicacdes biomédicas, incluindo liberacdo controlada de farmacos, bioengenharia e
engenharia de tecidos (PRABAHARAN; MANO, 2006; RATNER et al., 2004).



Esses hidrogéis responsivos sofrem uma transicdo sol-gel, na qual sdo estabelecidas
ligacbes ou interagBes intermoleculares entre as cadeias do polimero, levando a
formag&o de uma rede tridimensional. Dessa forma, o sistema inicialmente viscoso (sol)
adquire carater elastico (gel). O grande diferencial desse tipo de material é que, ao
contrario de uma solidificacdo classica, ap0s a transicdo, a estrutura permanece
extremamente aberta e impregnada pela fase liquida (HIRATSUKA; SANTILLI;
PULCINELLI, 1995).

No caso dos hidrogéis termossensiveis, mudancas de temperatura proximas a uma
temperatura critica provocam expansdo ou agregacdo das cadeias devido as interacdes
das zonas de caréter hidrofdbico e hidrofilico do polimero com as moléculas de agua. O
hidrogel pode apresentar temperatura de solugdo critica inferior (LCST - Lower Critical
Solution Temperature) ou temperatura de solucdo critica superior (UCST - Upper
Critical Solution Temperature). A Figura 3 mostra 0 comportamento desses sistemas
frente @ mudanca de temperatura. Sistemas do tipo LCST tornam-se insolUveis (2 fases)
e sofrem contracdo ao serem aquecidos, enquanto os sistemas UCST tornam-se solUveis

(1 fase) e sofrem contracdo ao serem resfriados (SOUSA, 2009).

Temberatura
Temneratura

2 fases

> >

Composicéo Composicéo

Adaptado de (GIBSON; O’REILLY, 2013)

Figura 3. Diagrama de equilibrio de fases para sistemas LCST e UCST.

Alguns hidrogéis do tipo LCST sdo apropriados para uso como scaffold injetavel, pois é
possivel controlar sua estrutura para que possam ser injetados sob a forma liquida (na
temperatura ambiente) e gelificarem na temperatura corpérea, tomando o formato da

cavidade a ser tratada. Nesses sistemas, abaixo da temperatura critica (onde existe
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apenas uma fase) as interacGes entre os segmentos hidrofilicos da rede polimérica e as
moléculas de &gua predominam. No entanto, se a temperatura for elevada acima da
temperatura critica, as interacfes entre os segmentos hidrofébicos sdo favorecidos em
dentrimento das ligacGes de hidrogénio com as moléculas de agua. Dessa forma, as
interacdes polimero-polimero sdo favorecidas, levando a formacdo do gel (PINTO,
2007).

CHENITE e colaboradores (2000) prop6s a formulagdo de um hidrogel a base de
quitosana combinada com sais de B-glicerofosfato para originar hidrogeéis sensiveis a
temperatura. Seus resultados demonstraram que esses hidrogéis apresentam potencial
para ser usado na area biomédica, pois sdo liquidos na temperatura ambiente, 0 que
permite a encapsulacdo de células, e se tornam gel na temperatura corporal. (GANJI;
ABDEKHODAIE; RAMAZANI S.A., 2007) investigou como alguns parametros
afetam o tempo de gelificacdo e a taxa de degradacdo desses sistemas. Seus resultados
demonstraram que 0 aumento da concentracdo e grau de desacetilacdo da quitosana
promove a formacdo do gel e diminui o tempo de gelificagdo. Quanto a degradacédo, 0s
estudos mostraram que as amostras com menor grau de desacetilacdio e menor

concentracdo de quitosana se degradaram mais rapido.

(MOLINARO et al., 2002) avaliou a biocompatibilidade de hidrogéis baseados em
quitosana/ B-glicerofosfato. Seus resultados mostraram que os hidrogéis com quitosana
com maior grau de desacetilacdo demostraram maior biocompatibilidade. Uma possivel
explicacdo para esses resultados pode estar no fato de que quitosanas menos
desacetiladas sdo degradadas mais rapidamente por células e enzimas devido aos grupos
acetil, assim, as respostas inflamatdrias podem ser mais pronunciadas devido aos

fragmentos gerados nesse processo.

(JI et al., 2010) avaliou os efeitos de hidrogéis baseados em quitosana/sais o, P-
glicerofosfato na regeneracdo de tecido periodontal. Seus estudos mostraram que 0
hidrogel melhorou significantemente a proliferagcdo e atividade de fosfatase alcalina

(ALP) das células derivadas do ligamento periodontal humano testadas.

Além disso, outros estudos mostraram o potencial de sistemas baseados em
quitosana/sais de glicerofosfato para uso biomédico e farmacéutico (GIRI et al., 2012;
RUEL-GARIEPY et al., 2002; SONG et al., 2010).
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3.3. Vidro Bioativo

Os vidros bioativos sdo materiais que possuem a capacidade de induzir uma resposta
bioldgica na interface do material, levando & formagdo de uma camada de hidroxiapatita
carbonatada (hydroxyl carbonate apatite - HCA), responsavel pela formacdo de uma
forte ligacdo entre o material e o tecido mole ou duro (RAHAMAN et al., 2011). O
conceito de material bioativo e capaz de formar ligagdo com o0sso foi sugerido
inicialmente por Hench e, desde entdo, esses materiais vem sendo intensamente
estudados com variadas composicdes para aplicacbes na area biomedica (PEREIRA;
HENCH, 2004).

Os componentes basicos dos vidros bioativos sdo SiO,, Na,O, CaO e P,0s em
proporcdes especificas. A composicdo do sistema é um fator determinante para a
interacdo do biomaterial com o tecido, sendo que a mais comum ¢é formada por
Si0,,Ca0 e P,0s5 (RATNER et al., 2004). Estudos in vitro mostram que o vidro bioativo
com composi¢do, em mol, de 60% SiO,, 36% CaO and 4% P,0s promove uma rapida
formagéo da camada de HCA, apresentando potencial emprego na engenharia de tecido
(HENCH; POLAK; KEMP, 2002).

Os vidros ativos tém sido muito utilizados como matrizes para engenharia de tecido.
Quando implantados no corpo, suscitam uma série de reacdes bioquimicas e biofisicas
na interface material-tecido, resultando na formacdo de uma camada de HCA. As
reacOes que resultam na formacdo da camada de hidroxiapatita podem ser resumidas em
cinco estagios, como esquematizados na Tabela 1 (JUNIOR; OREFICE, 2001).

Tabela 1. Reagdes na interface biomaterial-tecido para a formagéo da camada de HCA

Estagio Processos fisico-quimicos

1 Troca idnica de Na* pertencentes ao material por H+ e H;0" da solucio.

Si-O-Na* + H" + OH — SiOH™ + Na+(so|ugﬁo) +0OH

2 Perda de silica soltvel do material na forma de Si(OH), para a solucdo e formacdo da camada
de Si-OH.
3 Policondensagdo da camada rica em silica na superficie do material.

Si-OH + Si-OH — Si-O-Si




12

4 Migragéo dos grupos Ca’* e PO,” para a superficie através da camada rica em silica e posterior

crescimento da camada rica em CaO-P,Os pela incorporacéo do Ca*" e PO, da solucéo.

5 Cristalizacdo da camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA)

Adaptado de (JUNIOR; OREFICE, 2001)

Além dessas reacgdes, ainda podem ser listados outros eventos celulares apos a formagéo
da camada de HCA (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006):

e Adsorcdo de fatores de crescimento na camada de HCA formada;
e Acdo de macrofagos;

e Adesdo das células-mée;

e Diferenciacdo de células-mée;

e Geracdo da matriz dssea;

e Cristalizacao da matriz;

e Proliferacdo e crescimento do 0sso.

Convencionalmente, as particulas de vidro bioativo podem ser sintetizadas pelo método
de fusdo. No entanto, a producdo por processo sol-gel tem sido amplamente estudada
nos ultimos anos por possibilitar a obtencdo de vidros mais bioativos, devido a
facilidade de mudar a composicdo e caracteristicas microestruturais do material por
meio do controle dos parametros de sintese (CACCIOTTI et al., 2012).

Pelo método sol-gel é possivel obter vidros com bioatividade para formulagdes com
concentracdo de silica de até 90% em mol, enquanto pelo método convencional s6 se
atinge a bioatividade para uma concentracdo de silica de até 60%, 0 que permite a
obtencdo de materiais mais resistentes. Além disso, 0 método ainda apresenta outras
vantagens como: uso de temperaturas mais baixas (variando da temperatura ambiente
até 600-700°C), facil producéo de pos, obtencdo de vidros com maior area especifica,
estrutura com nanoporos interconectados, alta osteocondutividade e degradabilidade
significante (ANDRADE; DOMINGUES, 2006; BALAMURUGAN et al., 2007;
RAVARIAN et al., 2010).

O termo sol é geralmente empregado para definir dispersdes de particulas coloidais (1-
100nm) estaveis em um fluido, enquanto o gel pode ser definido como um sistema

formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias
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poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida em seus intersticios
(HIRATSUKA,; SANTILLI; PULCINELLI, 1995).

O processo sol-gel consiste, basicamente, nas reacGes de hidrolise e condensacdo de
percursores alcoxidos dissolvidos em solventes organicos. Os percursores formam uma
suspensdo coloidal e, posteriormente, uma rede tridimensional interconectada, gel. O gel
pode, entdo, ser processado por varios métodos de secagem (Figura 4) para desenvolver
materiais com diferentes propriedades (RATH, 2005).
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2858,
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pray, b P Secagem 2 1%
2 \ Sinterizagdo
V5 \ ‘Secagem =
0%odbow g
o Pomomd \ !
Subtrato depositado Xerogel ‘
1
Moagem ;
' |
Denso filme fino o

Adaptado de (RATH, 2005)

Figura 4. Representa¢do esquematica do processo sol-gel.

(HENCH; WEST, 1990) descreve o processo de géis silicatos poliméricos a partir do
precursor do tipo Si(OR),, onde R é CHg, C;Hs, ou C3H7. A primeira reacdo que ocorre
no processo é a hidrélise do precursor pela adicdo de agua, levando a formacdo de
ligagdo Si-OH(Eq.1):

clrrr:HJL f[JH
Hy,CO—Si—OCH; + 4{H0) == H—Si—OH + 4(CH;0H)
Ha H
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Si{OR)s + 4Hz0 — Si{OH) + 4 R{OH) Equacdo 1

A silica hidrolisada sofre uma reacdo de condensacdo (Eq. 2), formando ligacdes
siloxanas (-Si—O-Si-):

?H ?H CI?IH H
HO—Si—0H + Hohii-—oH = HO—8i—0=—8 —0H + H,0
H H H ILH Equagéo 2

Reac6es de policondensacdo também ocorrem entre grupos silanol (Si-OH) resultando
na formacdo de uma rede de SiO,, formando o gel (Eq. 3). A &gua e alcool formados
como subprodutos dessas reagdes permanecem nos poros da rede de silica, sendo

removidos posteriormente pelo processo de secagem.

HCy -
Ho—Si—0H  HO—8i—0M
o I D O §
HO—Ei—0—& —0OH + BSI0H), =  HO—§i—0—5i—0 P—0—El—0H + &H;0I
H H HO s & o
HO—&l—0H HD—L—L’H—
o b

Equacéo 3

As reacgdes de condensacdo podem ser catalisadas por bases e acidos, que influenciarao
na cinética e, consequentemente, na estrutura final do gel. Para a silica, esse processo é
influenciado pelo ponto de carga zero (PZC), onde a carga superficial é igual a zero, e 0
ponto isoelétrico (PI), onde a mobilidade das particulas da silica é zero, ambos na faixa
de pH entre 1 e 3 (BRAMBILLA, 2007). Dessa forma, o processo de condensacéo da
silica pode ser dividido em trés dominios de pH: abaixo de 2, entre 2 e 7 e acima de 7.

HIRATSUKA e colaboradores (1995) e OLIVEIRA (2011) esquematizam a
dependéncia do processo de gelificacdo da silica da seguinte forma: em valores de pH

abaixo de 2, a velocidade da transformacédo sol-gel é proporcional a concentracdo de
H30" (Eq. 4).
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=8i-OH + H30* - =8i* + 2H;0 Equacéo 4

=Si* + HO-Si — =§i-0-Si= + H30"

Dessa forma, a formacdo e agregacdo de particulas primarias ocorre simultaneamente.
As particulas carregam pouca carga, 0 que permite a colisdo entre elas, dando origem a

cadeias e, posteriormente, a um sélido tridimensional (Figura 5).

Salido tndimensional

Figura 5. Representagdo esquematica da reacdo sol-gel em pH menor que 2.

Em meios com pH entre 2 e 7 a reacdo de condensacéo € sensivel a catalise basica (Eq.

5):
=Si-OH + OH™ — =S8i0" + H,0

=5i-0" + HO-Si= — =Si-O-Si= + OH" Equagdo 5

Nessa faixa de pH, a polimerizacdo ocorre entre espécies condensadas, com a formacéo
de dimeros, trimeros e assim por diante. O crescimento e agregacdo ocorrem por
continua adicdo de moléculas pequenas as moléculas mais condensadas, resultando na

formagéo de uma rede tridimensional (Figura 6).

S
o TS .
=y t %" B — 3 . —
\-5."’“ e "l? Y "L.-_' L]
L iy
Particulas nanométricas Sdlido tndimensional

Figura 6. Representacgéo esquematica da reagdo sol-gel em pH entre 2 e 7.



16

Acima de pH 7, as espécies de silicio sdo carregadas negativamente e se repelem
mutuamente. Dessa forma, ndo ha colisdo entre as particulas e ocorre crescimento sem
agregacdo. A taxa de crescimento dependera da distribuigdo de tamanho de particulas,
sendo que ha uma tendéncia geral de crescimento do tamanho médio das particulas e

uma diminuicdo no seu numero total (Figura 7).

g T 5 .96
T B s o

S oy — sk —
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3

Particulas nanométricas

Figura 7. Representacdo esquematica da reagéo sol-gel em pH maior que 7.

A sintese de vidro bioativo pelo método sol-gel é reportada na literatura em inUmeros
trabalhos. JONES (2009) destaca em seu trabalho que vidros bioativos, assim como
seus derivados e compositos, produzidos por esse método, apresentam propriedades
osteogénicas e nanoporosidade adequadas para uso na engenharia de tecido.
(BOCCACCINI et al., 2010) ressalta que o uso de nanoparticulas e fibras de vidro
bioativo juntamente com matrizes poliméricas possibilita a producdo de
nanocompositos com potencial para ser usado na medicina regenerativa. Além disso, 0s
autores destacam que os vidros bioativos em nanoescala sdo mais efetivos para uso
biomédico quando comparados aos produzidos em microescala, pois possuem maior
area superficial, adsorvem mais proteinas e, consequentemente, apresentam maior

bioatividade.

3.4. Colageno

O coléageno é a proteina mais abundante nos animais, representando cerca de 30% da
massa total de proteinas no corpo humano. Atualmente, mais de 20 tipos diferentes de
colageno foram identificados (HASIRCI; YUCEL, 2008). A Tabela 2 ilustra as

principais caracteristicas de alguns tipos de colageno.
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Tabela 2. Classes, tipos e caracteristicas de diferentes tipos de colagenos.

Classe

Tipo

Caracteristicas

Colagenos formadores de fibrilas I

Colagenos associados aos colagenos
formadores de fibrilas com interrup¢des

- 4 I XII
nas triplas hélices

XV

VIl

Colégenos formadores de redes

Encontrado no tecido conjuntivo. Tipo mais
abundante encontrado na pele, osso, ligamento e

tendao.

Colégeno da cartilagem, encontrado no disco

intervetebral e humor vitreo.

Prevalente nos vasos sanguineos, pele e intestino.

Associado com o coldgeno tipo | no 0sso.

Apresenta trés dominios de tripla hélice e trés
dominios ndo helicais. Coexiste com o colageno

tipo Il na cartilagem e no humor vitreo.

Associado com o colageno tipo | nos ligamentos

e tenddes.

Associado com o colageno tipo | na pele e nos

tenddes.

Encontrado na membrana basal.

Encontrado em muitos tecidos, especialmente no

endotélio.

Colégeno com cadeia pequena, encontrado na
cartilagem hipertrofica, com estrutura polimérica

similar ao coldgeno tipo VIII.

Adaptado de (CUNHA, 2006).

O colageno € uma molécula constituida por trés cadeias peptidicas, cada uma contendo

uma ou mais regides caracterizadas pela repeticdo dos aminoacidos (GLY-X-Y), onde

GLY=glicina e X,Y pode ser qualquer aminoacido. Essas cadeias peptidicas se arranjam

em forma de triplice hélice, conforme ilustrado na Figura 8. Dependendo do tipo de

colageno, essa estrutura de hélice tripla pode representar apenas uma parte da molécula,

que pode ser constituida por outros dominios (FRATZL, 2008).
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Cadeia 3 Cadeia 2

Figura 8. Estrutura de triplice hélice do colageno. (A) Vista ao longo do eixo molecular; (B) Vista lateral,

mostrando a formacao da triplice hélice.

Do ponto de vista da biomecanica, os colagenos fibrilares (tipos I, 1I, 11l e V) sdo os
mais interessantes, pois podem se agregar paralelamente formando fibrilas que séo
claramente visiveis ao microscépio eletronico. Essa estrutura lhe confere maior
resisténcia e estabilidade (LEE; SINGLA; LEE, 2001). A Figura 9 ilustra o processo de
agregacdo das cadeias de colagenos, originando as microfibrilas e, posteriormente, as
fibrilas e fibras colagenas (CHAUDRY et al., 1997).

O colageno tem sido muito utilizado como biomaterial por apresentar caracteristicas
favoréveis para uso na area biomédica. Entre elas destacam-se: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa antigenicidade, capacidade em promover crescimento celular
e boa susceptibilidade a modificacbes quimicas, o que permite melhorar suas
propriedades mecanicas. O coldgeno pode ser utilizado em diversas formas como
membranas, filmes, esponjas, géis, particulas, etc. Devido a isso, o colageno tem sido
aplicado em sistemas de liberacdo controlada de farmacos e como matrizes

tridimensionais para engenharia de tecidos (LEE; SINGLA,; LEE, 2001).
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Figura 9. Representacdo esquematica do arranjo das moléculas de colageno em estruturas fibrilares e de

fibras.

O colageno tipo | é a proteina fibrilar estrutural mais utilizada como biomaterial devido
a alta similaridade da sequéncia de aminoacidos entre as diversas espécies, sua
estabilidade conformacional, abundéncia na matriz extracelular e sua capacidade de
suportar a adeséo e proliferacdo celular (CAMPQOS, 2008).

O colageno tipo | pode ser purificado do tecido conectivo e reconstituido (KEW et al.,
2011). Geralmente os colagenos de origem animal, principalmente os bovinos e suinos,
sdo os mais utilizados devido a sua abundancia, baixo indice de reacGes imunoldgicas e
capacidade de formar fibras a partir de preparac@es sollveis, cujas propriedades sdo

similares aquelas encontradas nos tecidos (CHAUDRY et al., 1997).

Apesar de sua versatilidade, o uso do colageno é limitado devido a sua baixa resisténcia
mecénica. Dessa forma, € comum o estabelecimento de ligagdes cruzadas no material,
seja por meio do uso de reagentes como o glutaraldeido, carbodiimida e diisocianato ou
pela producdo de compdsitos, como com a quitosana. Nesta alternativa, interagdes
eletrostaticas sdo estabelecidas entre 0s grupos amino da quitosana € 0S grupos
carboxila do colageno, o que estabiliza a estrutura do material e resulta em uma matriz
com propriedades mecanicas adequadas para utilizacdo como scaffold (PARENTEAU-
BAREIL et al., 2011).

Atualmente, alguns estudos abordam o uso do colageno reticulado com quitosana para

produzir hidrogéis, que podem ser utilizados como matrizes injetaveis para regeneracao
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tissular. O estudo de (DENG et al., 2010) avaliou a influéncia da adi¢do da quitosana
nas propriedades fisicas do coldgeno e na sua capacidade de diferenciacdo e
angiogénese de células epiteliais. Os resultados dos ensaios in vitro e in vivo mostraram
que a adicdo da quitosana melhorou as propriedades fisicas do hidrogel, além de

aumentar sua capacidade de recrutar e diferenciar as células endoteliais cultivadas.

Diversos estudos demonstram o sucesso de scaffolds baseadas em coldgeno na
engenharia de tecido 0sseo (PALLELA et al.,, 2011; RODRIGUES et al., 2003);
epitelial (LIU; MA; GAO, 2012; MA et al., 2003); dentario (OHARA et al., 2010) e
cartilaginoso (YAN et al., 2010).

Na area odontoldgica, estudos demonstram a viabilidade do uso do coldgeno como
matriz tridimensional para regeneracdo do tecido periodontal. (KOSEN et al., 2012)
implantou um scaffold a base de colageno em defeitos periodontais em cdes e seus
resultados mostraram que a formacdo de tecidos periodontais (0sso aveolar, ligamento
periodontal e cemento) foi significantemente maior no grupo experimental do que no

controle.

3.5. Quitosana

A quitosana é o principal derivado da quitina (copolimero de p-(1—4)-D-glucosamina
e B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina) um polissacarideo de origem natural que pode ser
encontrado nos exoesqueletos de criaturas marinhas, como camardes, caranguejos e
lagostas. A transformacdo da quitina em quitosana se da por meio da reacdo de
desacetilacdo alcalina de ligagdes N-acetil presentes na quitina, resultando na formacéo
de D-glucosamina, que contém um grupo amino livre, conforme ilustrado na Figura 10
(PIRES, 2010). O grau de desacetilacdo (GD) representa a porcentagem de grupos
amino livre e permite distinguir os dois biopolimeros. Quando o GD atinge um valor
maior que 50%, a quitina se torna soluvel em meio aquoso acido e é chamado de
quitosana (JUNIOR, 2008).



21

{:H'\‘ CHJ

ﬂ={ OH E'=<
i

MNH H
e
Q #=" WH £

™

I.I - 'H.l' %
OH i D—< " OH
& L

‘ Desacetilagio da'guitina
T .

CHy

OH a:{
MNH; i

0 '{r e ——

.GW 'D wﬁo \Z;]: c{ o

\ (JUNIOR, 2008)
OH

Figura 10. Diagrama ilustrando a obtencéo da quitosana.

A presenca dos grupos amino (-NH,) e hidroxila (-OH) confere reatividade a quitosana,
que pode ser submetida a uma série de modificagbes quimicas. Além disso, 0s grupos
amino tornam a quitosana um polieletrélito. A Figura 11 ilustra 0 comportamento do
biopolimero em meios com diferentes valores de pH. Em baixos valores de pH (menor
que 6) os grupos aminos se protonam e fazem da quitosana um polieletrélito catiénico
soltvel em agua. A carga positiva dos grupos NH3" é responsavel pela interagdo com
diversas moléculas aniénicas, como proteinas, fatores de crescimento, acidos nucleicos,
citocinas, glicosaminoglicanas, proteoglicanas e polissacarideos (GRIGOLON, 2001),
(YANG, 2011). Por outro lado, em meios com pH maiores (maior que 6), 0S grupos

amino se desprotonam e ela se torna insoluvel e reativa (DASH et al., 2011).

OH
Q.40

OH

(0]

H NH2
H NH3

®

pH baixo . : pH alto

solivel insnliivel

u (DASH et al., 2011)

Figura 11. Representacéo esquematica do comportamento da quitosana em diferentes valores de pH.
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A quitosana pode ser usada para o preparo de hidrogéis, filmes, fibras ou esponjas, o
que a torna versatil e apropriada para o uso na engenharia de tecido. Além disso, esse
biopolimero possui propriedades biologicas favoraveis para o uso na area biomédica.
Entre elas pode-se citar: biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, afinidade
notavel a proteinas, atividade antibactericida, cicatrizacdo de feridas, carater bioadesivo,
entre outras (COSTA-PINTO; REIS; NEVES, 2011).

A quitosana é um polimero semicristalino e sua cristalinidade e propriedades fisico-
quimicas e biologicas estdo diretamente relacionadas ao grau de desacetilacdo (GD) e
sua massa molar (Tabela 3). Comercialmente, encontra-se quitosana com grau de
desacetilagdo variando de cerca de 70 a 95% e massa molar na faixa de 10* a 10° g.mol™
(CANELLA; GARCIA, 2001).

Tabela 3. Relagdo entre estrutura e propriedades da quitosana.

Propriedade Caracteristica Estrutural *
Solubilidade 1GD
Cristalinidade lGD
Biodegradabilidade |GD, |Massa molar
Viscosidade 1GD
Biocompatibilidade 1GD
Mucoadesédo 1GD, tMassa molar
Analgeésico 1GD
Antimicrobiano 1GD, tMassa molar
Permeabilidade 1GD
Antioxidante 1GD, |Massa molar
Homeostacidade 1GD

* 1: diretamente proporcional a propriedade; |: inversamente proporcional a propriedade. GD: grau de

desacetilacdo.

Adaptado de (DASH et al., 2011).

Entre as diversas aplicacOes da quitosana, citam-se as seguintes: engenharia de tecido
0sse0 (KUCHARSKA et al., 2012); (WANG; STEGEMANN, 2010) engenharia de
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tecido cartilaginoso (NEVES et al., 2011); sistema de liberacdo controlada de farmacos
(CHUANG,; DON; CHIU, 2009); engenharia de tecido periodontal (JI et al., 2010).

A quitosana pode ser utilizada na area biomédica pura ou na forma de blendas e
compositos. Alguns sistemas propostos na literatura incluem: quitosana/vidro bioativo
(COUTO; HONG; MANO, 2009); quitosana/PVA (JUNIOR; MANSUR, 2008);
quitosana/PVA/vidro bioativo (MACEDO, 2013); quitosana/hidroxiapatita (TRIPATHI
et al., 2012); quitosana/dcido hialurénico (TAN et al., 2009) e quitosana/alcool
polivinilico (ALHOSSEINI et al., 2012).

Para utilizacdo em sistemas injetaveis, uma das estratégias empregadas atualmente
consiste em combinar a quitosana com sais de B-glicerofosfato (B-GP), que estendem
sua solubilidade a um valor de pH préximo a neutralidade e permite que o sistema
apresente ponto de gelificacdo aos 37°C (COUTO; HONG; MANO, 2009; RIVA et al.,
2011).
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4. METODOLOGIA
4.1. Etapas de desenvolvimento do trabalho

O fluxograma abaixo descreve as etapas que foram desenvolvidas neste trabalho:

Titulagdo
Potenciométrica

Quitosana

Caracterizagdo da
matéria-prima

|

Sintese do
Hidrogel
ﬂ B 7 ™ T T

— — ~ FTIR
Caracterizagao
do Hidrogel S — ~

Ensaio Reoldgico

Colageno

—

Figura 12. Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.

4.2. Matéria-Prima

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico (P.A.) e icluem:
Tetraetil ortosilicato 98% (TEOS), Trietil fosfato 99% (TEP), Nitrato de calcio
tetraidratado (Ca(NO3),.4H,0), Metanol (CH3OH ), Acido nitrico (HNO3), solucéo 33% de
hidroxido de aménio (NH4OH), Quitosana em pd de alta massa molar e grau de

desacetilacdo maior que 75% (Sigma-Aldrich, 419-419), Sal B-glicerofosfato dissodico
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hidratado (Sigma Aldrich, G-9422), Acido acético glacial, Colageno Tipo | e 4gua

deionizada.
4.3. Caracterizacdo da matéria-prima
4.3.1. Quitosana

A quitosana foi caracterizada do ponto de vista fisico-quimico por meio de analise
espectroscopica na regido do infravermelho (Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
FTIR), difracdo de raios X (X-Ray Diffraction, XRD), titulacdo potenciométrica e

anélise térmica.
Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A avaliacdo dos grupos quimicos presentes na quitosana foi realizada por meio da
andlise por FTIR. Para isso, o p6 da quitosana comercial foi submetido a técnica de
reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance, ATR). O experimento foi
conduzido no equipamento Nicolet 6700, da Thermo Scientific, sendo feitas 64
varreduras entre 600 e 4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™ e intervalos de 2 cm™. Foi
utilizado o acessorio Smart Omni Sampler (Thermo Scientific).

Determinacéo do grau de desacetilacdo

A determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana foi realizada por meio de
titulacdo potenciométrica. Para isso, 0,2000g de quitosana foram dissolvidos em 20 mL
de solucéo padronizada de HCI 0,1 mol.L™, seguido de diluicdo em 10 mL de &gua
deionizada. Logo apds, foi realizada a titulacdo potenciométrica, sob agitacdo magnética
constante, com solucdo padronizada de NaOH 0,1 mol.L™. Os valores de pH e volume
de NaOH adicionado foram registrados, obtendo-se uma curva tipica de titulacdo
potenciométrica. Os calculos para determinacdo do grau de desacetilacdo se basearam
nas equagdes propostas por MARTINS (2013). Dessa forma, os valores obtidos foram
aplicados nas EquagOes 6 e 7 e o resultado comparado ao valor fornecido pelo

fabricante:

MA =n, * 161 +n, * 204 Equacéo 6

ni

(n1+n3)

GD (%) = * 100 Equacao 7
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Onde:
MA = massa da amostra;

ni= nimero de mols do mondmero desacetilado (titulado), cujo mero tem massa
molar igual a 161g.mol™;

n, = nimero de mols do mero acetilado, que tem massa molar igual a 204g.mol™.

GD= grau de desacetilacéo.

Difracdo de Raios X (DRX)

Para avaliar sua cristalinidade, a quitosana em pd, conforme fornecida pelo fabricante,
foi submetida a anélise por difracdo de raios X (DRX) no equipamento PW9710mpd, da
Philips, usando radiagdo CuKa (A = 1,540561&) a 40kV e 30mA. A anélise foi conduzida

com 26 variando de 3,00° a 90,00° com passo de 0,06° e tempo de coleta de 1s.

No difratograma obtido, foram identificadas e calculadas as areas das fragdes amorfa
(FA) e cristalina (FC) da amostra, com o auxilio do software Micronal Origin 8.0%. O

graude cristalinidade foi estimado a partir da Equacéo 8 (JUNIOR, 2008).

FC

GC (%) = (FC+FA)

100 Equacéo 8

Andlise Térmica

O estudo do comportamento térmico da quitosana foi realizado por meio de analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC).

A andlise de TGA foi conduzida no equipamento Shimadzu TGA-50, utilizando uma
massa de aproximadamente 5mg de amostra, que foi depositada em um suporte de
platina. As amostras foram submetidas a um aquecimento controlado 25 - 900°C em
atmosfera de nitrogénio. Foi utilizada uma razéo de aquecimento de 10°C.min™ e fluxo

do gas de arraste de 50mL.min™.

Para o ensaio de DSC, aproximadamente 10mg das amostras foram colocadas em um
porta-amostra de aluminio selado com furo na tampa. A analise foi conduzida no

equipamento Shimadzu DSC-60, empregando atmosfera de nitrogénio, com fluxo de
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90mL.min™. As amostras foram submetidas a aquecimento de -20-500°C, com razéo de
de 10°C.min™.

4.3.2. Colageno

O colageno utilizado neste trabalho, extraido do tendao de calda de ratos, foi gentilmente
cedido pelo Professor Gregory Thomas Kitten do Departamento de Morfologia, Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG.

A extracdo do colageno tipo | foi realizada conforme protocolo descrito por (KITTEN;
MARKWALD; RUNYAN, 1982; KITTEN et al., 1996). Em resumo, os tenddes foram
separados das caudas, lavados trés vezes em agua e entdo cuidadosamente submersos e
misturados em &cido acético na concentracdo 0.5 mol.L™ por 48 horas & 4°C. A solugéo
resultante, de colageno solubilizado, foi filtrada através de varias camadas de gaze para
remover pequenos vasos sanguineos e os restos de tecido e, em seguida, centrifugadas
(14000 g, 1h). O sobrenadante foi coletado e dializado contra trés mudancas de &cido
acético (0,02 mol.L™) a 4°C durante um periodo de trés dias.

A solucdo estoque de colageno sollvel utilizado no presente estudo apresentava
concentracdo de 5,6mg.mL™, contendo mais de 99% de colageno tipo I. Para o preparo
dos hidrogéis, essa solucdo foi neutralizada (pH=7,4) com quantidades pré-definidas de
agua deionizada, meio DMEM 10X e NaOH 1M de forma a se obter um gel com
concentracdo final de 2mg.mL™. Nessas condicBes, as moléculas de colageno
solubilizadas se agregam e reconstituem as fibras, formando uma estrutura
tridimensional, originando o gel (GELMAN; WILLIAMS; PIEZ, 1979).

Amostras de coldgeno foram submetidas a analise espectroscopica na regido do
infravermelho (FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy), microscopia
eletronica de varredura (MEV), difracdo de Raios X (DRX) e Analise Térmica (TGA).

Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A avaliagdo dos grupos funcionais presentes no colageno foi realizada por meio da
andlise por FTIR. As amostras foram submetidas a técnica de reflecténcia difusa,
conduzida no equipamento Nicolet 6700, da Thermo Scientific, sendo feitas 64
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varreduras entre 400 e 4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e intervalos de 2 cm™. A fim
de provocar o minimo de modificacdo nas fibras de colageno e evitar sua desnaturacao,
as amostras foram misturadas a KBr pré-seco (110°C, 2h) e secas a 40°C durante uma

hora.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise morfolégica do gel de colageno (2,0mg.mL™) foi realizada por meio de MEV,
utilizando o equipamento FEI-INSPECT S50, operando a 20kV equipado com um

espectrometro de energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis.
Difracéo de Raios X (DRX)

Para avaliar sua cristalinidade, o gel de colageno (2,0mg.mL™) foi submetido a anélise
por difracdo de raios X (DRX) utilizando o mesmo equipamento e condicBes de analise

descritos anteriormente para a caraterizagdo da quitosana.
Andlise Térmica

O estudo do comportamento térmico do colageno foi realizado por meio de analise
termogravimétrica (TGA). Para esse estudo, as amostras do gel de colageno foram
submetidas a liofilizacdo a -80°C, durante 48h., no equipamento da Liotop, modelo
K105.

A andlise de TGA foi conduzida no equipamento Shimadzu TGA-50, utilizando uma
massa de aproximadamente 5mg de amostra, que foi depositada em um suporte de
platina. As amostras foram submetidas a um aquecimento controlado 25 - 800°C em
atmosfera de nitrogénio. Foi utilizada uma razdo de aquecimento de 10°C.min™ e fluxo

do gés de arraste de 50mL.min™.

4.3.3. Vidro bioativo

A sintese das nanoparticulas de vidro bioativo foi realizada de acordo com protocolo
desenvolvido anteriormente (OLIVEIRA, 2011); (OLIVEIRA et al., 2013). A sintese,
proposta por OLIVEIRA (2011) permite a obtencéo de nanoparticulas com composicéo

nominal em peso de 60% de SiO,, 36% CaO e 4% P,0s. O procedimento para a sintese
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é esquematizado na Figura 13 e foi realizado da seguinte forma: (1) 200 mL de metanol
foram misturados a 0,12 mL de hidroxido de aménio 33% e 54 mL de 4gua e
submetidos a agitacdo por 5 minutos. (2) Em seguida, 5,57 mL de TEOS e 0,56 mL de
TEP foram adicionados gota a gota por 10 minutos. O sol foi, entdo, agitado
mecanicamente por 48horas. (3) O sol formado foi colocado em uma estufa a 50°C até a
completa evaporagdo da amonia, o que foi verificado por meio do pH e ocorre em cerca
de 3 horas. (4) Apds esse processo, o0 sol foi filtrado em filtro de 0,22 pum. (5) Em
sequida, foram adicionados 3,469 de Ca(NO3),.4H,0 no sol e o sistema submetido a
agitacdo por 24 horas. (6) As nanoparticulas formadas foram separadas por filtracdo em
filtros de 0,22 e 0,11 pm. (7) O sol filtrado em filtro de 0,11 pm foi submetido ao
processo de liofilizacdo para prevenir a agregacdo secundaria das particulas do gel via
ligacdo entre as moléculas de dgua durante o processo de secagem. (8) O p6 obtido foi
tratado termicamente em a 200°C por 40 minutos, a uma taxa de aquecimento de
1°C.min™. (9) No fim do processo foram obtidas nanoparticulas de vidro bioativo bem

dispersas.

Fonte: OLIVEIRA (2011)

6]

40 min 24h

Figura 13. Representagdo esquematica da sintese das nanoparticulas de vidro bioativo.
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Como a rota de sintese empregada neste trabalho foi exaustivamente estudada nos
trabalhos (OLIVEIRA, 2011); (OLIVEIRA et al.,, 2013), as nanoparticulas foram
submetidas apenas a caracterizacdo por FTIR, MEV e DRX para garantir que as
amostras ndo continham contaminantes e nao sofreram sinterizacdo durante o

tratamento térmico.
Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os grupos funcionais das nanoparticulas de vidro bioativo foram analisados por meio de
FTIR. Para isso, nanoparticulas na forma de p6 foram submetidas a analise pela técnica
de reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance, ATR) utilizando o mesmo

aparelho e parametros descritos para a analise da quitosana.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise morfologica das nanoparticulas foi realizada por meio de MEV, utilizando o
equipamento FEI-INSPECT S50, operando a 20kV equipado com um espectrometro de
energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis.

4.4. Sintese dos hidrogéis termossensiveis

A sintese do hidrogel termossensivel de quitosana, usando o sal B glicerofosfato (B-GP)
como iniciador do processo de gelificacdo se baseou nos protocolos propostos por
CHENITE et al. (2000), CHO et al. (2005) e ZHOU et al. (2008).

Todas as solugdes para preparo dos hidrogéis foram mantidos sob refrigeracdo a 4°C
aproximadamente. As solucOes utilizadas foram: solucdo de quitosana (2% m/v)
preparada em solugédo aquosa de acido acético (0,1M) e solucdo aquosa de B-GP (56%

m/iv).

Para o preparo do hidrogel, foram realizados varios testes, ajustando a quantidade de f3-
GP para que o sistema gelificasse em temperatura proxima aos 37°C. Apos otimizagdo
da formulacdo verificou-se que a solucéo resfriada de B-GP deveria ser adicionada, gota
a gota, a solucdo de quitosana, sob agitacdo, de modo que o pH do gel permanecesse
entre 7,0 e 7,4. Os hidrogéis foram mantidos sob refrigeracéo até realizacdo dos ensaios
de caracterizacéo.
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Para avaliar o efeito da adicdo do colageno e vidro bioativo nas propriedades dos
hidrogéis de quitosana, foram preparados hidrogéis com diferentes propor¢des desses

materiais.

Para preparo dos hidrogéis hibridos, as solucbes de quitosana (2% m/v) e colageno
(2mg.mL™) foram misturadas na proporcdo massica de 70/30 (quitosana/colageno). A
essa mistura foi adicionada a solugdo de B-GP, conforme descrito para os hidrogéis de
quitosana. Também foi feita adicdo de diferentes quantidades de vidro bioativo (nBG)
de modo a obter as seguintes concentracdes finais: 0% (controle), 1% e 2%
(Mnea/Mauit+col). AS solucdes foram estocadas a 4°C, para evitar gelificacdo, até a

realizacdo dos testes. A descricdo das amostras preparadas encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4. Descricao das amostras estudadas.

Composicédo
Amostra Quitosana/ Coldgeno Vidro bioativo

(proporcéo massica) (% m/m)

100Q .
100Q1V 100/0 1
100Q2V 2

70Q -
70Q1V 70/30 1
70Q2V 2

4.5. Caracterizacdo dos hidrogéis preparados
4.5.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A anélise morfolégica dos hidrogéis foi realizada por meio de MEV. Para esse fim, os

hidrogéis foram imersos em banho-maria a 37°C até gelificarem. Em seguida, foram
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estocados no congelador por 3 dias e submetidos a liofilizacdo a -80°C, durante 48h., no
equipamento da Liotop, modelo K105. As amostras liofilizadas foram recobertas por
ouro e analisadas no microscopio FEI-INSPECT S50, operando a 20kV equipado com

um espectrémetro de energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis.
4.5.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A anélise dos grupos quimicos dos hidrogéis foi realizada por meio de FTIR. As
amostras foram liofilizadas (conforme preparo para MEV) e submetidas a analise no
equipamento Nicolet 6700, da Thermo Scientific, por meio da técnica de ATR
(Attenuated Total Reflectance), utilizando o acessério OMNI-Smart. Foram feitas 64

varreduras entre 600 e 4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e intervalos de 2 cm™.
4.5.3. Ensaio Reoldgico

Um estudo reoldgico das amostras foi realizado a fim de avaliar a formacéo do gel em
funcdo da temperatura. Os ensaios foram conduzidos em um redmetro de tensdo
controlada, modelo AR-G2 (TA Instruments, New Castle, USA), com geometria placa-

cone 20mm, 2°.

Para determinar a temperatura de gelificacdo das amostras, foram realizados ensaios
oscilatérios em uma rampa de aquecimento de 4 a 45°C a uma taxa de aquecimento de
1 °C/min e gap de 49um. Foram fixados os valores de frequéncia (1Hz) e uma pequena
deformacéo (strain) em 0,01, de modo a ndo perturbar a formagdo do gel durante os
testes e simular as condicGes corpdreas (CHO et al., 2005). A evolucdo dos modulos de

perda (G") e armazenamento (G™") foi avaliada durante a rampa de aquecimento.

Para determinar o tempo de gelificacdo, as amostras foram submetidas aos testes de
Strain Sweep e Time Sweep. Para o teste de Strain Sweep, as amostras foram submetidas
a um ensaio oscilatorio a 37°C, variando a deformacéo (strain) de 0,01 a 100%. Neste
ensaio é possivel determinar a deformacéao na faixa de viscosidade linear na temperatura
de ensaio. Dessa forma, realiza-se, em seguida, o ensaio de Time Sweep, utilizando a
deformacdo determinada no ensaio anterior. Os resultados foram analisados pelo

software Rheology Advantage®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Caracterizacdo das matérias-primas
5.1.1. Quitosana

Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A Figura 14 apresenta o espectro infravermelho da quitosana em po pela técnica ATR e

exibe as bandas caracteristicas do polissacarideo.
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onde: I, I1, 111 correspondem as amidas 1, 11 e 111, respectivamente.

Figura 14. Espectro FTIR da quitosana comercial em po.

A banda intensa e larga com maximo em 3383cm™ estd associada a ligagdo O-H,
correspondente aos grupos C-OH e a agua fisicamente adsorvida. Nota-se também um
ombro, em 3294cm™, atribuido as ligagdes N-H, dos grupos NH,.  Entre  2975-
2832cm™ encontram-se 0s picos correspondentes as ligacdes C-H, sendo o pico em
2930cm™ (menor intensidade) atribuido & vibracdo assimétrica e em 2876cm™ a
vibracdo simétrica. Além disso, banda caracteristica da deformacdo angular do CH,
(tesoura) aparece em 1420cm™ (JUNIOR, 2008). Os grupos amida s&o caracterizados
pelas vibracdes das ligagdes C=0, N-H e C-N e podem ser vistos nos picos: 1658cm™,
caracteristico dos estiramentos C=O (amida 1); 1568cm™, correspondente aos

dobramentos NH, (amida 11); 1380cm™, referente, principalmente ao estiramento C-N.
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A banda larga e intensa entre 1070-1030cm™ estd associada aos estiramentos C-O
ciclico. Além disso, também se observam os picos em 1158 e 892cm™, correspondentes
aos estiramentos C-O-C da cadeia da quitosana (JUNIOR, 2008; PIRES, 2010).

Determinacéo do grau de desacetilagdo

O grau de desacetilacdo € um dos parametros mais importantes na caracterizacdo da
quitosana porque interfere diretamente em suas propriedades fisico-quimicas e

bioldgicas.

Na literatura sdo descritos varios métodos para a determinacdo desse parametro. Entre
eles sdo citados: espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia no infravermelho, anélise elementar, espectroscopia UV-VIS e titulagdo
potenciométrica. Em seu estudo, CZECHOWSKA-BISKUP et al. (2012) destaca que o
mais preciso e robusto deles € o RMN. Porém, devido a falta de disponibilidade do
equipamento em muitos laboratorios se torna necessario recorrer a métodos mais
simples, mas com precisdo semelhante a esssa técnica. Os autores acrescentam que a
titulacdo potenciométrica tem sido muito utilizada devido a sua confiabilidade, rapidez e
baixo custo de analise. Desde que sejam empregados os protocolos corretos e solucbes
padrdo na analise, os resultados ficam préximos aos obtidos pelo método de referéncia
"MRMN, com pequeno desvio padréo. Diante disso, o método de anélise escolhido para

determinacéo do grau de desacetilacdo da quitosana foi a titulacdo potenciométrica.

A Figura 15 apresenta a curva de titulacdo potenciométrica obtida a partir da solucéo de
quitosana (2% m/v). A curva apresenta dois pontos de inflexdo, os quais sdo melhor
visualizados na curva da derivada primeira. O primeiro maximo (12,97mL) corresponde
a neutralizacdo do excesso de HCI e o segundo (21,42mL) a quantidade de NaOH

necessaria para reagir com os fons H* dos grupos amino.

Por meio do valor de NaOH gasto no segundo ponto de inflexdo é possivel inferir o
numero de mols do mero acetilado (n, na Equacgéo 7). Dessa forma, obteve-se um valor
médio de 75,2% para o grau de desacetilagdo da quitosana, condizente com as

especificacOes do fabricante (>75%).



35

12 4 —— dpH/d

10 4

pH
(o2}
1

21,42

12,97

0 5 10 15 20 25
volume (mL)

Figura 15. Curva de titulacdo potenciométrica da quitosana.

Difracéo de Raios X

As moléculas de quitosana se organizam em regides cristalinas alternadas com uma fase
amorfa. Por meio da difracdo de raios X é possivel observar a célula unitaria
ortorrdmbia dos cristais de quitosana (Figura 16), que possuem parametros a =
0,807nm, b = 0,844nm e c = 1,034nm (AZEVEDO et al., 2007).

Figura 16. Célula unitaria ortorréombica da quitosana.

A Figura 17 mostra o difratograma obtido por meio da analise do p6 da quitosana
comercial. Sdo observados dois picos caracteristicos, um de maior intensidade em 19,9 °©

e um de menor intensidade em 10° indicando a presenca da fase cristalina. Esse



36

resultado esta em concordancia com o padrdo de difracao descrito por LIU et al. (2013)
e WANG et al. (2007).

A partir do difratograma obtido da quitosana foi possivel estimar sua cristalinidade em,
aproximadamente, 24% (JUNIOR; MANSUR, 2008).
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Figura 17. Difratograma da quitosana comercial.

Anélise Térmica

Os métodos de analise térmica, tais como a Termogravimetria (TGA) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) sdo técnicas muito utilizadas para monitorar as
alteraces fisicas e quimicas de materiais frente a mudancas de temperatura (NETO et
al., 2005).

SANTOS et al., (2003) realizou um estudo de caracterizagdo de diferentes quitosanas
comerciais utilizando diversas condi¢es para as analises térmicas das amostras. Seus
resultados mostraram que analises com razdo de aquecimento de 10°C.min™ geram
curvas com perfil mais bem definido e a utilizagdo de atmosfera de N, em detrimento de
O, evita que ocorra a queima do material carbonizado e se observe melhor o processo
de degradacdo do material. Desta forma, as condi¢cBes de andlise utilizadas neste
trabalho foram baseadas nessas evidéncias, resultando em curvas térmicas tipicas do

polissacarideo.
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A Figura 18 mostra a curva TGA da quitosana comercial utilizada neste trabalho. O
perfil da curva esta de acordo com SANTOS e colaboradores (2003). Observam-se dois
eventos térmicos, com perda de massa, que correspondem & desidratagdo e

decomposicdo do material.

A curva indica que as amostras de quitosana comercial contém cerca de 8% de agua
fisicamente adsorvida, a qual é evaporada em temperaturas relativamente baixas, faixa
de 25-110°C (Tabela 5).

O segundo evento, decomposic¢do do material, aparece entre 270-318°C (com maximo
em 291°C) durante o qual é observado uma perda de aproximadamente 67% da massa
inicial da amostra, gerando um residuo carbonizado no final da anélise. Neste processo
ocorre a despolimerizacdo das cadeias da quitosana, decomposi¢do dos anéis pirrélicos
por meio da desidratacdo e desaminacdo e, finalmente, a reacdo de abertura do anel
(ZAWADZKI; KACZMAREK, 2010) . Pode-se observar ainda que o processo de

degradacédo nao se completa mesmo acima dos 900°C.

55

5,0 -
4,5
4,0
35
3,0

2,5 1

Massa residual (mg)

2,0 1

T T T T T T T
200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 18. Curva TGA da quitosana comercial sob atmosfera de N,.

A curva de DSC (Figura 19) mostra a ocorréncia de dois eventos térmicos, que
concordam com o ensaio de TGA. O primeiro evento, endotérmico, corresponde a

desidratacdo e o segundo, exotérmico, a degradagdo do material.
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Geralmente, a transicdo vitrea (Tg) do material pode ser vista no ensaio de DSC, porém
h& controvérsia na determinagdo desse evento para a quitosana. NETO et al. (2005)
ressalta que, por ser um polimero natural, propriedades como cristalinidade, grau de
desacetilacdo, massa molar, teor de 4gua, fonte e método de extracdo do material podem
influenciar sua Tg. Suas observacdes ainda destacam que sdo citados casos em que a Tg
varia entre -23 e 60°C e outros em que ndo foi encontrada evidéncia da Tg, sugerindo
que esse evento encontra-se em temperaturas mais altas, onde a degradacao inpede sua
determinacdo. Nas condicdes de analise realizadas no presente estudo, as medicdes de

DSC ndo mostraram evidéncia da ocorréncia de Tg para a quitosana comercial.

Apesar da quitosana apresentar regides cristalinas, a temperatura de fusdo ndo é
identificada no DSC por causa das fortes interacGes de hidrogénio entre suas cadeias.
Dessa forma, o polissacarideo é degradado antes de sofrer esse processo (LEE; KIM,;

LEE, 2000).
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Figura 19. Curva DSC da quitosana comercial sob atmosfera de N..

As perdas de massa, percentagem de residuos e intervalo de temperatura, observados em

cada etapa das curvas de TGA e DSC sdo resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados de TGA e DSC para a decomposicdo térmica da quitosana comercial.

TGA DSC

Evento Térmico Intervalo de Perda de Picos (°C)

0,
temperatura (°C) massa ( %)

QUI.nH,0 — QUI + nH,0 25-110 8 103,24 (endo)?

QUI — RC® 270-318 67 300,39 (ex0)°

a) RC= Residuo carbonizado; b) exo = exotérmico; ¢) endo = endotérmico

5.1.2. Colageno
Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho (FTIR) do colageno tipo | (Figura 20) exibe as bandas
caracteristicas da proteina. A presenca dos picos associados aos gupos amida podem ser
observados em 1658cm™ (amida 1), 1540cm™ (amida II) e 1240cm™ (amida 111)
(SANTOS et al., 2013) e indicam que a composi¢do das cadeias polipeptidicas foram

mantidas.

O-HN-H Amida I

Amida II

Anel
pirrolidinico

Absorbéncia

S

-COO

. T . T . T . T . T . T .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 20. Espectro FTIR do colageno puro.
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A absorcdo da amida | pode ser observada entre 1700-1600cm™ e é associada ao
estiramento da carbonila (C=0), enquanto a amida Il aparece entre 1550-1500cm™ e é
relacionada & deformacdo das ligagdes N-H. J4 a banda da amida 111 (1350-1250cm™)
geralmente apresenta menor intensidade e corresponde as vibragdes de estiramento C-N
e deformacdo N-H (CHANG; TANAKA, 2002). A Figura 21 ilustra a estrutura desses

A

H
Amida | Amida Il Amida 111

Adaptado de (SANTOS et al., 2013)

Figura 21. Estrutura dos grupos amida presentes na molécula de colageno.

A banda intensa e larga, entre 3600-3200cm™ corresponde aos grupos hidroxila (O-H),
provenientes das moléculas de agua fisicamente adsorvida. Se sobrepondo a essa banda,
encontra-se também a banda referente as ligacdes N-H (3360-3320cm™) da amida |
(SANTOS et al., 2013). Nota-se também a presenca dos picos em 2850 e 1450cm™
associados, respectivamente, ao estiramento —CH, e aos anéis pirrolidinicos do
aminoacido prolina, muito abundante nas fibras colagenas. A presenca dos grupos
carboxila dissociados (-COO’) é confirmada com o aparecimento do pico em 1330cm™,
que corresponde ao estiramento assimétrico desses grupos. Por fim, o espectro também
mostra uma banda com méximo em 1090cm™, relacionada as vibragdes do grupo
fosfato (PO,>) (CAMPOS, 2008; HORN, 2008).

Difracéo de Raios X (DRX)

A fim de provocar menor modificacdo possivel na estrutura do coladgeno, as analises de
DRX foram realizadas no coldgeno na forma de gel. A Figura 22 apresenta o

difratograma obtido por meio da analise do gel de colageno de concentragdo 2mg.mL™.
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Observa-se que o perfil da curva é tipico de um material amorfo, apresentando apenas
um halo largo em 26 variando de 20-50° (ALLEGRETT]I, 2009).
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Figura 22. Difratograma do gel de colageno 2mg.mL ™,

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 23 mostra a micrografia do gel de colageno tipo | usado para o preparo dos
hidrogéis. O colageno usado como matéria-prima neste trabalho ¢ mantido em solucéo
de &cido acético, onde as fibras se mantém sollveis. Portanto, para observacdo da
estrutura tridimensional da proteina, as fibras foram reconstituidas pela neutralizacéo da
solucdo, por meio da adi¢do de dgua, meio DMEM 10X e NaOH (conforme descrito
pag. 27). Nessas condi¢cBes, com a reducdo das cargas positivas, as moléculas de
colageno se organizam na forma de feixes, formando uma rede tridimensional com
caracteristicas de gel (ALLEGRETT]I, 2009).

A imagem da superficie do hidrogel submetido a secagem no ponto critico mostra a

estrutura constituida por um arranjo de fibras finas organizadas randomicamente.
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Figura 23. Micrografias (MEV) do gel de colageno tipo I.

Andlise Térmica

A Figura 24 mostra a curva termogravimétrica para o colageno liofilizado. O perfil da
curva estd de acordo com os resultados obtidos por FERNANDES et al.(2011). Séo
observados dois eventos térmicos, com perda de massa, que correspondem, a

desidratacdo e decomposicdo do material, respectivamente.
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Figura 24. Curva TGA do colageno em atmosfera de N..
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A curva TGA indica que as amostras de colageno possuem cerca de 13% de agua
fisicamente adsorvida, a qual é evaporada em temperaturas relativamente baixas, faixa
de 25-120°C. O segundo evento, decomposi¢cdo do material, aparece entre 210-440°C
durante o qual é observado uma perda de aproximadamente 63% da massa inicial da

amostra, gerando um residuo carbonizado no final da analise.

5.1.3. Vidro bioativo
Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho das nanoparticulas de vidro bioativo (Figura 25) exibe as
bandas caracteristicas do material ceramico. Os picos identificados condizem com
aqueles encontrados no estudo de (OLIVEIRA, 2011). Os principais picos identificados
no espectro correspondem a diferentes vibracGes das ligagcdes Si-O-Si e grupos fosfato
(Figura 25B).

Si-O-Si

(A) ®) j
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800
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Absorbancia
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Figura 25. Espectros FTIR das nanoparticulas de vidro bioativo. (A) 4000-600cm™. (B) ampliacéo do espectro
(2000-600cm™).

A banda associada ao estiramento P-O é encontrado em 1160cm™, se sobrepondo ao
pico do modo de vibracdo transversal dos &tomos de Si nas espécies ciclicas do material
(1200cm™). O pico em 1068cm™ corresponde as vibragdes longitudinais dos atomos de Si
nas espécies ciclicas. Também se sobrepondo a essa ampla banda, encontra-se a vibracao
referente ao estiramento Si-O na espécie SiO'Ca?*, em 970cm™. A banda com méaximo em
800cm™ é associada ao dobramento da ligacdo e o estiramento do grupo Si-OH
(OLIVEIRA, 2011).
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As nanoparticulas, na forma de pd finamente triturado foram submetidas a anélise por
MEV para verificar sua morfologia. As imagens mostram que foi possivel obter

particulas esféricas pela rota de sintese empregada (Figura 26).

Figura 26. Micrografias (MEV) das nanoparticulas de vidro bioativo. (A) aumento de 5000x, (B) aumento de
20000x.

As nanoparticulas de vidro se organizam em pequenos aglomerados com tamanho na
faixa de 0,8 a 2,7um. O fato de se manterem sob a forma esférica confirma que o

tratamento térmico ndo provocou sinterizagdo do material.

Anaélises adicionais sobre as particulas de vidro bioativo obtidas por meio do método de
Stober modificado podem ser vistas nos trabalhos de OLIVEIRA (2011); (OLIVEIRA
et al. (2013). Os resultados tém mostrado que essa rota de sintese permite a obtencéo de
particulas de tamanho reduzido (cerca de 87nm) com grande volume de poros e alta area
superficial, caracteristicas que aumentam sua bioatividade e, portanto, sua viabilidade
para uso na engenharia de tecido.

Difracdo de Raios X (DRX)

A Figura 27 mostra o difratograma para as nanoparticulas sintetizadas. Nota-se que 0

perfil do difratograma é tipico de um material amorfo. N&o s&o observados picos de
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difracdo, mas somente um halo entre 18 e 35°, correspondente ao vidro silicato amorfo
(CARVALHO; OLIVEIRA; PEREIRA, 2012).
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Figura 27. Difratograma das nanoparticulas de vidro bioativo.

5.2. Caracterizacao dos hidrogéis
5.2.1. Sintese e Avaliacdo qualitativa dos hidrogéis

Foram preparados hidrogéis termossensiveis de quitosana e hibridos de

quitosana/colageno, com diferentes quantidades de nanoparticulas de vidro bioativo.

Os hidrogéis apresentaram comportamento termossensivel, permanecendo liquidos na

temperatura ambiente e se tornaram geis apos incubacdo a 37°C (Figura 28).
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(A)

Figura 28. Fotos digitais dos hidrogéis produzidos (25 e 37°C). (A) hidrogel de quitosana; (B) coladgeno puro;
(C) hidrogel quitosana/colageno (70/30).

O agente responsavel pela transicdo sol-gel na temperatura corporal é o sal -
glicerofosfato. O mecanismo exato do processo de gelacdo do sistema quitosana/p-GP
ainda ndo foi elucidado, porém acredita-se que este envolve varias interacbes como
repulsdo e atracdo eletrostatica, ligacbes de hidrogénio e efeito hidrofébico (CHO et al.,
2005).

CHENITE et al. (2000) e (GANJI; ABDEKHODAIE; RAMAZANI S.A., 2007)
enumeram oS principais eventos responsaveis pela transicdo sol-gel desses hidrogéis

com a adi¢édo do B-GP:

1. Como o sal apresenta carater fracamente alcalino, h& um aumento do pH do
hidrogel até as condig¢des fisiologicas (7,0-7,4);
2. A adicdo do sal evita que ocorra a precipitacdo imediata das cadeias de

quitosana nessa faixa de pH;
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3. O B-GP permite a formacdo controlada do hidrogel quando € imposto um

aumento na temperatura.

A manutencdo da solubilidade da quitosana na faixa de pH fisiolégico pode ser
explicado pela atracdo eletrostatica entre os grupos fosfato do p-GP e 0s grupos amino
(NH3") da quitosana (Figura 29). Além de agir protegendo a carga positiva nos grupos
amino, a exposic¢édo do grupo glicerol do B-GP contribui para a separagdo das cadeias de
quitosana em solucdo e mantém sua solubilidade em baixas temperaturas. Além disso,
em baixas temperaturas, fortes interacGes quitosana/agua protegem as cadeias do
biopolimero contra a agregacdo. Porém, ao aumentar a temperatura do sistema, as
moléculas de &gua ao redor das cadeias de quitosana sdo removidas e as interaces
hidrofébicas quitosana/quitosana e ligacdes de hidrogénio passam a preponderar sob a
repulsdo e ocorre a formacdo do hidrogel pela juncdo das cadeias de quitosana. A
transicdo sol-gel desses hidrogéis € dependente do pH, concentracdo de B-GP e

temperatura do sistema.

OH

OH OH OH
o HO o] o
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pe=—=0 HO NH, HO NH, HO NH;
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o quitosana
Na Ma*
B-GP

Adaptado de CHO et al. (2008).

Figura 29. Representagdo esquematica das interacdes entre quitosana e B-GP.
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Recentemente, alguns trabalhos estdo sendo desenvolvidos para a obtencdo de sistemas
termossensiveis hibridos quitosana/colageno iniciados com B-GP. Autores como
WANG & STEGEMANN (2010) e SONG et al. (2010) afirmam que o B-GP também
age neutralizando solugdes de colageno tipo | e, desse modo, permite a reconstituicdo

das fibrilas colagenas.

Um dos pontos criticos no controle da temperatura de gelificagdo dos hidrogéis
formulados foi a quantidade de B-GP adicionada. No inicio do desenvolvimento do
trabalho foi feita uma série de testes para verificar a concentracdo adequada do sal. Na
literatura, a concentracdo de B-GP encontrada nesses hidrogéis termossensiveis
encontra-se na faixa de 12 a 20% em massa (GANJI; ABDEKHODAIE; RAMAZANI
S.A., 2007; SONG et al., 2010; WANG; STEGEMANN, 2010). Foram formulados
hidrogéis nessa faixa de concentracdo e as amostras foram submetidas a ensaio
reoldgico para investigar a temperatura na qual sofriam transicdo sol-gel. Apds
realizacdo desses testes, verificou-se que os hidrogéis apresentavam ponto de
gelificacdo proximo aos 37°C quando o pH do meio se encontrava na faixa de 7,0-7,4.
Dessa forma, a quantidade de B-GP foi ajustada de modo que os hidrogéis
apresentassem um pH final nessa faixa. A concentracdo do sal para que essa condi¢do

fosse atendida variou na faixa de 16-18% em massa.

A Figura 30 mostra a variacao de pH das amostras antes e depois da adi¢do do sal e das

nanoparticulas de vidro bioativo.
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Figura 30. Variacao de pH das amostras com adigéo de p-GP e vidro bioativo.
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O pH inicial das amostras se manteve na faixa de 5,30-5,70, com os valores mais altos
para as formulacdes 70Q, j& que a solucdo de colageno 2mg.mL™ apresenta pH préximo
a neutralidade devido a adicdo de NaOH e DMEN. Como previsto, a adi¢cdo de B-GP
aumentou o pH das amostras para a faixa de 7,10-7,31. As amostras contendo vidro
bioativo apresentaram valores de pH pouco menores, pois 0 material ceramico libera

fons H* em solugéo, devido a reaces de troca ibnica com o meio.

Durante o preparo das amostras foram encontradas algumas dificuldades quando o
colageno era adicionado as solucdes. Por ser muito sensivel a diferencas de temperatura
e agitacdo, algumas amostras contendo a proteina coagularam ou ndo chegaram a
gelificar até a temperatura de 40°C. Os resultados reolégicos, mostrados mais adiante,
refletem essa dificuldade.

5.2.2. Caracterizacdo Morfologica

Para aplicagdo na engenharia de tecidos, uma das propriedades mais importantes de um
scaffold diz respeito a sua morfologia. Essas matrizes devem apresentar uma estrutura
com alta porosidade e poros interligados, para assegurar a adesdo celular e a difusdo de
nutrientes entre as células e a matriz extracelular a ser formada. O’BRIEN (2011)
ressalta, ainda, que é preciso existir um intervalo de tamanhos de poros critico para cada
scaffold, o qual pode variar dependendo do tipo de célula e do tecido que ird ser

reparado.

A Figura 31 mostra as micrografias de MEV dos hidrogéis sintetizados ap0s
liofilizacdo. Pelas imagens é possivel notar claramente que a estrutura das matrizes
mudou com a composi¢do, porém todas apresentaram alta porosidade. As formulacGes
contendo apenas quitosana (Figura 31. A, B) apresentaram estrutura porosa, e com
indicios de interconexdes entre si. J& as formulagdes com adi¢do de colageno (Figura
31. C, D) exibiram uma estrutura composta pelas fibras de colageno intercaladas pela

matriz porosa da quitosana.

Os hidrogéis de quitosana apresentaram poros com tamanho na faixa de 100 a 300um,
enquanto nas amostras contendo col&geno a variacéo foi de 100-900um. Portanto, assim
como em outros estudos (FERNANDES et al., 2011); (ZHU et al., 2009), observa-se
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que a adicdo de colageno provoca um aumento nos poros dos hidrogéis, pois as fibras

da proteina se arranjam entre 0s poros da quitosana.

Figura 31. Micrografias (MEV) das amostras em diferentes amplia¢fes: 100Q (AeB)e 70 Q (Ce D).

A adic¢do de vidro bioativo ndo provocou nenhuma mudanca na estrutura dos hidrogeéis
(Figura 32), que mantiveram o mesmo tamanho e distribuicdo de poros.
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Figura 32. Micrografias (MEV) das amostras contendo 2% de vidro bioativo. (A) 100Q2V; (B) 70Q2V.

Na Figura 33 encontram-se 0s resultados das analises por EDS das respectivas amostras.
O aparecimento de um pico correspondente ao silicio comprova a presenca do vidro
bioativo no scaffold. A baixa intensidade desse pico se deve a pequena quantidade de
nanoparticulas de vidro bioativo adicionada aos hidrogéis, a qual se encontra proxima
ao limite de deteccdo da técnica. Apesar da dificuldade de se visualizar as
nanoparticulas, optou-se por ndo aumentar a proporcao de vidro bioativo nos hidrogéis
porque acima de 2% as nanoparticulas ndo se dispersavam no hidrogel, mostrando
macroscopicamente uma separagdo de fases no sistema.
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Figura 33. Espectros EDS das respctivas imagens MEV dos hidrogéis (A) 100Q2V e (B) 70Q2V.

Os picos de oxigénio, sodio e fosforo aparecem com alta intensidade no EDS e sdo
provenientes do sal B-GP, que esta presente em alta concentracdo nas formulacdes

propostas (cerca de 18% em massa).

5.2.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Figura 34 apresenta os espectros no infravermelho das formulagdes investigadas.
Observa-se que 0s espectros sdo bem semelhantes, apresentando bandas de absorcao

caracteristicas de cada componente da formulacéo.
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Figura 34. Espectros FTIR dos hidrogéis formulados (4000-600cm™).

Foram identificadas algumas bandas novas em relacdo a quitosana e colageno puros
entre 1200-750cm™. Se compararmos os espectros dos hidrogéis (Figura 35A) com o
do sal B-GP (Figura 35 B), nessa faixa de nimero de onda, nota-se que 0S NOVOS Picos
correspondem aos picos caracteristicos do sal. Essas bandas aparecem com alta

intensidade, devido a alta concentracdo do sal nos hidrogéis.
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Figura 35. Espectros FTIR: (A) Hidrogéis formulados (2000-700cm™); (B) Sal p-GP (2000-700cm™).

Percebe-se, também, que ndo ha diferencas significativas nos hidrogéis contendo vidro
bioativo. Provavelmente as bandas caracteristicas do material cerdmico ndo sdo visiveis

nos espectros porque coincidem com as bandas do B-GP e pela pequena quantidade

presente na formulacéo.
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Com excessdo das bandas caracteristicos do sal, a auséncia de novas bandas de absor¢édo
pode ser um indicativo de que as interacBes entre a quitosana e o colédgeno sdo
puramente fisicas, sejam elas eletrostaticas (entre os grupos NHs" da quitosana e COO
do colageno) ou interacdes do tipo ligacbes de hidrogénio estabelecidas entre as
espécies (TONHI; PEPLIS, 2002; FERNANDES et al., 2011).

Entre as formulacGes com e sem colageno pode ser vista uma pequena diferenca na
intensidade das bandas da amida I (1658cm™) e amida Il (1560cm™). Essa mudanca
condiz com os resultados encontrados por FERNANDES et al. (2011), que estudou a
interacdo entre quitosana e colageno em blendas e percebeu que a banda da amida | tem
intensidade maior nas blendas com maior quantidade de colageno. A banda de amida II
também manteve a mesma tendéncia, contradizendo os resultados encontrados por
FERNANDES et al. (2011) e SIONKOWSKA (2004). A tendéncia observada por esses
autores € que, aumentando a proporcao de colageno, essa banda diminui. No entanto,
essa tendéncia pode ser justificada se compararmos os espectros das matérias-primas,
onde nota-se que essa banda é mais intensa no coldgeno, em comparagdo a quitosana.
Dessa forma, ao adicionar-se colageno as formulacdes, a banda de amida 1l aumenta em

intensidade.

5.2.4. Ensaio Reoldgico

Para avaliar a temperatura e tempo de gelificacdo, as amostras foram submetidas a um
ensaio reologico, onde foram aquecidas de 4°C (temperatura de armazenamento) a
45°C. As propriedades viscoelasticas dos hidrogéis foram avaliadas pela medida dos
modulos de armazenamento (G") e de perda (G™") frente ao aquecimento. A Figura 36
mostra a evolucdo de G'e G dos hidrogéis de quitosana e quitosana/colageno sob

aguecimento.
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Figura 36. Perfil do comportamento reol6gico dos hidrogéis frente ao aquecimento controlado. (A) amostra
100Q; (B) amostra 70Q.

O perfil das curvas permaneceu o mesmo apés adicdo das nanoparticulas de vidro
bioativo. Observando as curvas, nota-se que, no comec¢o do aquecimento, as amostras
apresentam G'< G”°. Esse comportamento condiz com o esperado, pois até a
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temperatura de gelificacdo, as amostras fluem, predominando seu comportamento
viscoso. Dessa forma, o médulo caracteristico do componente viscoso da amostra, G™
apresenta valores maiores que o componente elastico (G”) no comego do aquecimento.
Além disso, nota-se que ambos 0s médulos diminuiram com o aumento da temperatura,
0 que € um comportamento comum de solucdes poliméricas. CHO et al. (2005) explica
que essa reducdo nos parametros reoldgicos se deve ao fato de as cadeias poliméricas
ganharem maior flexibilidade e compactacdo com o aumento de temperatura. Dessa
forma, o volume molecular diminui e, consequentemente, a viscosidade do sistema. Em
seguida, observou-se um intervalo de temperatura em que tanto G” quanto
G "apresentaram um aumento abrupto frente ao aquecimento, devido a rapida formacéo
da rede tridimensional. No entanto, a taxa de crescimento de G” foi muito maior que a
de G™ nesta regido, o que indica que a evolucdo da estrutura do gel contribui para o

aumento da elasticidade do sistema.

A temperatura onde G’e G'” se interceptam (tang 6=1) foi definida como a temperatura
de gelificacdo do sistema (COUTO; HONG; MANO, 2009). A Tabela 6 mostra as
temperaturas de gelificacdo das formulacGes estudadas e os valores de G'e G em

diferentes temperaturas.

Tabela 6. Temperatura de gelificagéo e valores de G'e G™” das formulagdes propostas.

4°C 25°C 37°C
Temperatura
de

- G G G e G

Amostra  gelificacéo
_ (Pa)  (Pa) (Pa)  (Pa) (Pa)  (Pa)

(°C £ desvio

padréao)
100Q 37+ 0,5 4,186 8,802 2,800 5,597 6,558 6,436
100Q1V 37£0,7 7,225 11,950 4,280 7,439 9,110 9,788

100Q2V 37+ 0,4 7,247 12,48 4,682 8,000 9,774 9,898
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70Q 37+ 2,1 3,003 5,674 2,599 4,013 9,112 6,457
70Q1V 37+ 1,7 5,796 10,680 3,904 6,804 10,512 8,377
70Q2V 3719 7,004 11,312 6,344 8,245 12,770 9,570

As medidas reoldgicas foram realizadas em triplicata, em diferentes amostras que foram
preparadas sob as mesmas condi¢des e utilizando os mesmos parametros de analise. Os
ensaios com o0s hidrogéis de quitosana mostraram melhor reprodutibilidade,
apresentando uma diferenca entre os pontos de gelificacdo de, no maximo, 0,7°C. Em
contrapartida, os hidrogéis contendo colageno apresentaram uma diferenca de até 2,1°C
entre os pontos de gelificacdo das amostras. Estes resultados reafirmam as dificuldades
encontradas ao adicionar colageno as formulacGes. Provavelmente, ao ser submetido ao
teste, as fibras do colageno podem ter sofrido alteragdes, que refletiram nos parametros

reoldgicos.

Outra diferenca notada entre as formulagdes com e sem coldgeno estd na rigidez do
material apds gelificacdo. As amostras com colageno apresentaram maior rigidez, o que
pode ser confirmado pelos valores de G'(moddulo de elasticidade) a 37°C. Nessa
temperatura, amostras 100Q, por exemplo, apresentaram um valor médio de G"= 6,558
Pa, enquanto para as amostras 70Q esse valor foi de 9,112 Pa.

A adicdo das nanoparticulas de vidro bioativo também contribuiu para 0 aumento da
rigidez das amostras. Observando-se os resultados, nota-se que quanto maior a
quantidade de vidro bioativo, maior o valor da componente elastica (G") dos hidrogéis.
Essa tendéncia € justificada, pois o material cerdmico € um material puramente elastico

e contribui para o aumento de G”.

Para avaliar o tempo de gelificacdo dos hidrogéis, as amostras foram submetidas a um
Teste de Varredura de Tempo (Time Sweep) a 37°C. No entanto, para realizar este teste
€ necessario garantir que a amostra esteja na faixa de viscoelasticidade linear, ou seja,
deve-se garantir que a deformagéo imposta seja lenta ou pequena o bastante para que as
respostas a esse estimulo respondam linearmente. Desta forma, as propriedades passam
a ser independentes da tensdo ou deformagdo imposta. Com essa finalidade as amostras

foram submetidas a um teste de Varredura de Deformacdo (Strain sweep) a 37°C,



59

variando a deformagdo de 0,01 a 100% (1x10* a 1,00). O comportamento das

componentes viscoelasticas com a deformacdo é ilustrado na Figura 35, destacando a

faixa de viscosidade linear (Figura 37B).
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Figura 37. Comportamento viscoelastico da amostra 100Q frente a varredura de deformacao (strain sweep).

(A) varredura de 1x10™ - 1,00 (B) 0,01-0,03 (faixa de viscosidade linear).
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O perfil das curvas G'e G~ foram semelhantes para todas amostras, que apresentaram
faixa de viscosidade linear entre 0,008-0,030. Para cada amostra foi calculado o valor
médio de deformacdo que, por fim, foi utilizado como pardmetro para o teste de Time

Sweep.

Uma curva tipica dos resultados do teste Time Sweep € ilustrada na Figura 38. No
experimento, realizado a 37°C, é possivel observar o tempo necessario para ocorrer a

transicdo sol-gel das amostras.
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Figura 38. Resultado do teste Time Sweep (para determinagéo do tempo de gelifica¢cdo) da amostra 100Q.

No inicio, hd uma predominancia do comportamento viscoso da amostra (G'> G"),
porém apos alguns minutos ha formacdo da rede tridimensional, fazendo com que o
componente elastico predomine. O ponto de cruzamento de G'e G™~ foi determinado
como o ponto de gelificagdo das amostras. O tempo de gelificacdo de cada formulagéo

proposta é exibido na Tabela 7.
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Tabela 7. Tempo de gelificagdo das amostras estudadas.

Amostra Tempo de gelificacao ( = desvio padréo)*

100Q 3577+ 227
100Q1V 359" + 26
100Q2V 350" + 20

70Q 37487+ 257
70Q1V 3'357 + 197
70Q2V 3°527 % 277

* Valor médio das amostras em triplicata.

Nota-se que ndo houve uma variacdo significativa no tempo de gelificacdo das

amostras, que ficou na faixa de 3 min e 35 segundos a 3 minutos e 59 segundos.

Provavelmente, isso se deve ao fato de a quantidade de sal B-GP ndo ter sido fixa para

todas as formulacgdes. Controlando o pH por meio da adi¢cdo do sal permitiu que as

formulagGes tivessem uma temperatura e tempo de gelificacdo proximos.

Qualitativamente, foi realizado um teste com seringa de insulina (1 mL) para verificar a

injetabilidade dos hidrogéis. Todas as amostras mostraram comportamento Viscoso

adequado e fluiram pela abertura da agulha. Esse fato, aliado ao tempo de gelificagdo

obtido confirmam a viabilidade de uso desses sistemas como scaffolds injetaveis.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram preparados e caracterizados hidrogéis termossensiveis a base de
quitosana, coladgeno e nanoparticulas de vidro bioativo com potencial para uso como

matriz injetavel na engenharia de tecido.

A formulacdo dos hidrogéis foi realizada em pH e temperatura fisioldgicos, o que

sugere que esses materiais podem incorporar células vivas.

Os resultados mostraram que a adicdo de colageno e vidro bioativo nos hidrogéis
termossensiveis de quitosana modificam as propriedades do sistema, principalmente em

relacdo a morfologia e propriedades reoldgicas.

Os hidrogéis preparados apresentaram caracteristicas morfologicas adequadas para uso
na engenharia de tecido, exibindo alta porosidade e interconectividade dos poros. As
imagens obtidas por MEV mostraram que a adi¢do de colageno provoca um aumento do
tamanho dos poros dos hidrogéis, o que pode ser um ponto positivo para a adesdo

celular.

O estudo reolégico permitiu o acompanhamento do processo de gelificacdo desses
hidrogéis, mostrando que a adicdo de colageno e vidro bioativo aumenta a rigidez da

matriz.

Todas as amostras mostraram comportamento viscoso adequado para fluirem e serem
injetadas por meio de uma seringa e agulha. Além disso, na temperatura fisioldgica,
esses sistemas sofrem gelificacdo em um espaco de tempo relativamente curto (cerca de
4 minutos), o que pode agilizar o processo de implantacdo do hidrogel, evitando que ele

sofra dilui¢do na matriz extracelular.

Em resumo, os sistemas estudados apresentam propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas e

reoldgicas que os tornam potenciais candidatos para uso como scaffolds injetaveis.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando a possibilidade de aplicacdo dos hidrogéis na area biomédica, estudos
bioldgicos (in vitro e in vivo), utilizando cultura de células devem ser realizados para

verificar a biocompatibilidade e citotoxicidade das matrizes desenvolvidas.

A realizacdo de testes de bioatividade dos hidrogéis € outro ponto importante para
verificar se a adig@o de vidro bioativo resulta na formacéo da camada de hidroxiapatita
carbonatada, resultando em melhor interacdo entre o biomaterial e o tecido a ser tratado.

Além disso, também podem ser realizados testes de degradacdo para avaliar se a taxa de

degradacéo dos hidrogéis € compativel com a taxa de crescimento do novo tecido.

Também pode ser feita avaliagdo do grau de intumescimento desses sistemas quando

submetidos as condigdes fisioldgicas.
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