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Resumo

Hidrogéis tém sido comprovadamente eficazes no auxilio da regeneracéo tecidual de
6rgdos macios, como a pele. Quitosana e gelatina sdo materiais naturais, de grande
disponibilidade, atdxicos, bioativos e degradam formando produtos eliminaveis por vias
metabolicas. A adigdo de anidrido metacrilico (AM) as cadeias da quitosana da origem
ao grupo lateral metacrilamida, que contribui para o aumento da solubilidade da
matéria-prima e contém grupos vinil que servem como sitios para fotorreticulagdo das
cadeias na presenca de um fotoiniciador (FI). Neste trabalho, produziram-se hidrogeis a
base de quitosana metacrilamida e gelatina. A reticulacdo quimica dos hidrogéis se deu
por fotorreticulacdo sob radiacdo UV, na presenca do FI 2-Hidroxi-4'-(2-hidroxietoxi)-
2-metilpropiofenona (lrgacure 2959) e, terminada a reagdo, o sistema foi estabilizado
pela adicdo de acido ascérbico (AA). A matéria-prima foi caracterizada por
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) antes e apos a
funcionalizacdo com anidrido metacrilico. A analise do processo de cura foi baseada em
Espectroscopia no UV-visivel (UV-vis) e FTIR. Os hidrogéis foram avaliados em
relacdo a morfologia, por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Tomografia
Computadorizada (u-CT). Caracteristicas fisico-quimicas, como capacidade de
intumescimento, e bioldgicas, como toxicidade/viabilidade celular, foram analisadas por
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT). Os resultados de
FTIR e UV-Vis comprovaram a funcionalizacdo da quitosana na reacdo com AM. A
formacédo da reticulacdo fotoquimica dos hidrogéis foi confirmada e seu mecanismo foi
sugerido com base nos resultados obtidos por FTIR. Analises do grau de
intumescimento dos hidrogéis apontaram uma capacidade de intumescimento variando
de 500% a 2000%, dependendo da composi¢cdo dos hidrogéis. MEV e p-CT, em
conjunto, mostraram que os hidrogéis possuem uma estrutura 3D porosa uniforme, com
interconectividade entre poros, e cuja arquitetura é influenciada pela extensdo da
fotorreticulacdo. O sistema apresentou biocompatibilidade, com viabilidade celular
acima de 90%. Esses novos hidrogéis, com propriedades projetadas por meio de sua
composicdo relativa e extensdo de fotorreticulacdo, tém, portanto, potencial para serem
utilizados como curativos para feridas cutaneas, base para crescimento celular e
reparacao tecidual.

Palavras-chave: Hidrogel;Quitosana; Gelatina; Fotorreticulacdo;Engenharia de tecidos.
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Abstract

Hydrogels have been proven effective in aiding tissue regeneration processes of soft
organs, such as skin. Chitosan and gelatin are natural, highly available, non-toxic,
bioactive and biodegradable materials. The addition of methacrylic anhydride (AM) to
chitosan chains gives rise to the side group methacrylamide, which increases the
solubility of the raw material and contains vinyl groups which serve as sites for
photophoreticulation of the chains in the presence of a photoinitiator (FI). In this work,
hydrogels based on chitosan methacrylamide and gelatin were produced. The chemical
crosslinking of the hydrogels was led by photoreticulation under UV irradiation in the
presence of 2-Hydroxy-4 '- (2-hydroxyethoxy) -2-methylpropiophenone (Irgacure 2959)
FI and, after the reaction, the system was stabilized by the addition of Ascorbic acid
(AA). The raw material was characterized by Infrared Spectroscopy by Fourier
transform (FTIR) before and after the functionalization with methacrylic anhydride.
Analysis of the curing process was based on UV-Visible Spectroscopy (UV-Vis) and
FTIR. Hydrogels morphology was evaluated by Scanning Electron Microscopy (SEM)
and Computed Tomography (u-CT). Physical-chemical characteristics, such as swelling
ability, and biological, such as toxicity / cellular viability, were analyzed by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). The results of FTIR and
UV-Vis proved the functionalization of chitosan by the reaction with AM. The
formation of the photochemical crosslinking of the hydrogels was confirmed and its
mechanism was suggested based on the results obtained by FTIR. Analysis of the
degree of swelling of the hydrogels indicated a swelling capacity ranging from 500% to
2000%, depending on the composition of the hydrogels. MEV associated with p-CT X-
ray imaging of the hydrogels showed a uniform porous 3D structure with
interconnectivity between pores and whose architecture features are influenced by the
photoreticulation extent. The system presented biocompatibility, with cellular viability
above 90%. These new hydrogels, with properties projected by means of their relative
composition and photoreticulation extension, have potential to be used as wound

dressings and in tissue repair applications.

Key words: Hydrogel; Chitosan; Gelatin; Photocrosslinking; Tissue engineering.



1 INTRODUCAO

Danos ao tecido epitelial causados, entre outras razdes, por cancer de pele, Ulceras
venosas ou de diabetes, feridas de acidentes e queimaduras, provocam ndo somente
danos estéticos ao paciente, mas também podem levar a sérias infeccdes, resultando até
mesmo em Obito (SARAIVA et al., 2015). Essas lesdes constituem um problema
permanente e demandam esforgos cada vez maiores para contorna-lo devido a sua
elevada incidéncia e ao crescente numero de casos na populacdo como um todo. O
cancer de pele, por exemplo, é a forma mais prevalente de todos os canceres tanto nos
EUA quanto no Brasil (DE SOUZA et al., 2011; MA, A. B. et al., 2016; WALKER et
al., 2016). O numero de casos apenas de cancer de pele do tipo ndo melanoma no Brasil
representa um impacto financeiro aos sistemas publico e privado de salde de cerca de
R$ 37 milhdes e R$ 26 milhdes ao ano, respectivamente (DE SOUZA et al., 2011).
Avalia-se que, em 2020, o numero de novos casos de cancer de pele sera da ordem de
15 milhdes em todo 0 mundo. Além disso, o Instituto Nacional do Céncer estima que o
cancer de pele continue sendo o mais incidente no Brasil (DE SOUZA et al., 2011). O
processo cicatrizacdo de queimaduras é um dos maiores problemas da cirurgia moderna
devido a alta ocorréncia desse tipo de lesdo comparado a outros traumas, a sua alta
letalidade e possivel invalidez do paciente apds o tratamento de queimaduras de elevada
area de extensdo. Em todo o mundo, cerca de 300 mil pessoas morrem anualmente
devido a queimaduras e, de acordo com a American Burn Association (ABA), a cada 23
minutos uma pessoa se queima nos EUA. No Brasil, registra-se mais de 1 milhdo de
lesBes por queimaduras a cada ano. No caso de feridas cronicas de pele, apesar de ndo
envolverem grandes areas de superficie, elas apresentam alta incidéncia na populagéo
em geral e, portanto, tém enormes impactos médicos e econdmicos. Apenas nos Estados
Unidos essas feridas afetam mais de 2 milhdes de pessoas, com custos totais de
tratamento de até US $1 bilhdo anualmente (SUPP; BOYCE, 2005).

Embora sejam intrinsecamente capazes de se regenerar, alguns tecidos ndo sdo capazes
de recuperar grandes lesdes teciduais. Além disso, a capacidade de regeneracdo de
tecidos é substancialmente reduzida com o envelhecimento (SARAIVA et al., 2015). A
reconstrucdo cirdrgica, ainda que seja uma solugdo muito utilizada, € incapaz de reparar

plenamente tecidos e 6rgdos perdidos, muitas vezes devido a indisponibilidade de



doadores. Nesse sentido, a engenharia de tecidos tem evoluido como um campo
excitante e multidisciplinar de pesquisa com o objetivo de recriar e restaurar tecidos
doentes ou danificados (SARAIVA et al., 2015).

A indGstria de biomateriais vem crescendo nas Ultimas décadas, sendo esperada uma
taxa de crescimento anual de 15% para os proximos anos (HOLZAPFEL et al., 2013).
H& mais de 25 anos estudos tém tentado desenvolver materiais que simulem
efetivamente a pele humana (GROEBER et al., 2011). Peles artificiais ou matrizes
dérmicas & base de polimeros naturais, tais como Integra® e Biobrane®, vém sendo
desenvolvidas. Elas apresentam boa aparéncia e mantém a funcionalidade a longo
prazo, mas apresentam baixa resisténcia mecanica e tém angiogénese e antibiose
limitadas (WANG, F. et al., 2015). Tem sido notada a presenca cada vez maior de
abordagens experimentais mais focadas no reparo, com uso de biomateriais ditos
inteligentes, do que na substituigdo de tecidos lesionados. Biomateriais inteligentes séo
biodegradaveis e participam ativamente do processo de regeneracdo de tecidos
danificados, estimulando respostas celulares especificas em nivel molecular. Para
atender a esses requisitos, modelos de matrizes tridimensionais podem ser projetados
em nivel macro, micro e nanoestruturais (HOLZAPFEL et al., 2013). Na sequéncia de
abordagens de engenharia de tecidos, esses materiais podem ser combinados e ajustados
as condicdes in vivo de infinitas formas, modificando suas propriedades tridimensionais
e sua composicdo para criar matrizes porosas degradaveis para o reparo do tecido em
questdo (HOLZAPFEL et al., 2013).

Matrizes projetadas sdo usadas normalmente como apoio temporario para a regeneracao
da matriz extracelular (MEC) de células do tecido danificado, e suas propriedades
fisicas e bioquimicas sdo extremamente importantes. Devem, por exemplo, ser
biocompativeis e biodegradaveis e apresentar propriedades mecanicas compativeis com
sua aplicacdo (SARAIVA et al., 2015). A medicina regenerativa envolve abordagens
interdisciplinares biomiméticas para terapia celular e regeneracgdo tecidual, empregando
o0 sistema matriz/células/fatores de crescimento. A capacidade de apoio e de auxilio na
diferenciacdo das células vai depender do quanto a matriz € capaz de mimetizar o
microambiente celular (HILDERBRAND et al., 2016).



Hidrogéis sdo redes de polimeros hidrofilicos que vém sendo projetados para reagir a/ e
estimular respostas celulares especificas em nivel molecular. Intumescem quando em
contato com &gua ou meio fisiologico, mas sdo capazes de manter sua estrutura
tridimensional nessas condigdes (KIRSCHNER; ANSETH, 2013). Biomateriais a base
de hidrogéis sdo adequados para simular aspectos da MEC de tecidos ndo resistentes
devido a similaridade que tém com seu teor de agua, elasticidade, e ao fato de seu
conteddo bioquimico ser frequentemente ajustavel. Além disso, os hidrogéis podem ser
manipulados para alcancar alteraces nas propriedades da matriz ao longo do tempo, de
forma a melhor imitar microambientes dindmicos da MEC (HILDERBRAND et al.,
2016). Hidrogeéis tém também potencial para serem formados in situ, na regido da leséo
que se deseja tratar, por exemplo, por meio de fotopolimerizacdo (SARAIVA et al.,
2015). Estes hidrogéis sdo atraentes para a medicina regenerativa dada sua facilidade de
administracdo, facil encapsulacdo de células e biomoléculas, por ndo apresentarem
grandes efeitos toxicos e por fazerem parte de um tratamento minimamente invasivo
(YANG, J. A. et al., 2014).

Hidrogéis naturais sdo tipicamente formados de componentes de MECs, como
polissacarideos e proteinas. Eles apresentam, pois, propriedades fisico-quimicas que,
além de representarem bem as MECs, tém potencial para direcionar migracéo, adeséo e
crescimento celular durante a regeneracdo do tecido (HILDERBRAND et al., 2016). A
quitosana é um polissacarideo derivado da quitina que tem sido muito utilizada como
biomaterial para a engenharia de tecidos em razdo da sua biocompatibilidade, baixa
toxicidade e biodegradabilidade (SARAIVA et al., 2015). Um material ideal, para atuar
como uma matriz para crescimento de pele, deve ter alta capacidade de absorcdo de
liquido, permeacdo de gas adequada, biocompatibilidade e propriedades antibacterianas
a fim de proteger o tecido contra infeccdes e desidratagdo. A quitosana engloba grande
parte dessas propriedades, mas apresenta limitaces devido ao seu comportamento
fragil. Essa propriedade, no entanto, pode ser adaptada pela sua combinag¢éo com outros
materiais (SARAIVA et al., 2015). A gelatina e seus derivados sdo biocompativeis e
biodegradaveis, tendo, portanto, potencial para serem utilizados como biocompdsitos
com varias substancias, tais como biopolimeros, moléculas organicas, drogas e
nanoparticulas (SARAIVA et al., 2015). A combinagdo de quitosana e gelatina na

producdo de hidrogéis apresenta ndo somente uma excelente capacidade de absorcao de



exudatos da ferida, mas também se mostra eficiente como matriz para guiar adesao,
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular. Ademais, o ajuste da razdo entre
quitosana e gelatina na blenda permite o controle da morfologia do material, como
tamanho de poro, porosidade, capacidade de intumescimento e retencdo de liquido,
comportamento de degradacédo e biocompatibilidade (SARAIVA et al., 2015).

Neste trabalho, propde-se a producdo de um hidrogel fotorreticulado de quitosana
funcionalizada com anidrido metacrilico e gelatina. Ele deve ter caracteristicas fisico-
quimicas, morfologicas e bioldgicas para aplicacdo em sistemas destinados a reparacdo
de tecidos moles. O sistema foi escolhido com base na necessidade do desenvolvimento
de matrizes que atendam a demanda por substitutos eficientes de enxertos de pele,
levando em consideracdo a facilidade de utilizacdo/aplicacdo/manuseio, disponibilidade

de matéria prima, bioatividade e preco final.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir hidrogéis hibridos a base de quitosana de elevada massa molar funcionalizada
com anidrido metacrilico e gelatina tipo A. Os hidrogéis devem ser reticulados por
radiacdo ultravioleta (UVC, A~254nm) e submetidos a liofilizacdo de forma a se obter
uma estrutura 3D porosa, a fim de apresentar potencial para aplicagdo como matriz

destinada a reparacdo de tecido epitelial.

2.2 Objetivos especificos:

e Caracterizacdo da quitosana de alta massa molar em relacdo a estrutura;
e Caracterizacdo da gelatina tipo A em relacdo a estrutura;
e Preparacdo de hidrogéis fisicos de gelatina pura, quitosana pura e blendas nas
proporgdes 1:0, 1:1 e 0:1 das solucgdes preparadas para cada matéria-prima;
e Caracterizacdo dos hidrogéis em relacdo a intumescimento, temperaturas de
transicéo, estrutura e morfologia;
Funcionalizacdo de quitosana com anidrido metacrilico e caracterizacdo dos produtos

em relacdo a estrutura quimica;

Preparacdo de hidrogéis fotoreticulados de quitosana funcionalizada e gelatina nas

proporcoes 1:0 e 2:1 das solugdes preparadas para cada componente;

e Liofilizacdo das solucdes preparadas e fotoreticuladas de forma a se obter uma
estrutura tridimensional porosa;

Caracterizacdo dos hidrogéis em relacdo a intumescimento, estrutura, morfologia e

toxicidade.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros como biomateriais

Biomateriais podem ser definidos como materiais naturais ou sintéticos para tratar,
complementar ou substituir 6rgaos, tecidos ou exercer funcdo de tecidos vivos. Além
dos requisitos em relacdo as propriedades mecénicas e fisico-quimicas, os biomateriais

devem apresentar caracteristicas tais quais (ROSIAK; YOSHII, 1999):

e Ser atoxico;
e Apresentar funcionalidade desejada para a aplicacao;
e Ser esterilizavel;

e Ser biocompativel.

Apesar do amplo uso de biomateriais em medicina, a maior parte deles ndo possuem
todos os requisitos para interagir com o tecido vivo. H& uma busca constante e grande
progresso no projeto de novos materiais para superar essas limitagdes (PATEL;
MEQUANINT, 2011).

O termo biomaterial compreende polimeros, metais, ceramicas e compositos, sendo que
os polimeros representam a grande maioria dos biomateriais disponiveis (ROSIAK;
YOSHII, 1999). Além das propriedades fisico-quimicas dos polimeros, uma grande
vantagem de seu uso é a possibilidade de desenvolvimento de materiais inteligentes
com propriedades especificas de proteinas de sinalizacdo, como componentes de MEC e
fatores de crescimento (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Polimeros sdo muito adequados para a aplicacdo biomédica devido a sua ampla gama de
propriedades. Eles podem, por exemplo, ser rigidos ou flexiveis, de baixa ou alta
resisténcia mecanica, ter ou nao resisténcia a adsorcdo de proteinas ou mesmo ser
modificados para tornar apropriada sua compatibilidade com essas estruturas. Além
disso, polimeros podem ser moldados em formas bastante complexas. Em contrapartida,
a degradacdo de polimeros pode gerar produtos toxicos e/ou prejudicar 0 processo de
cicatrizagdo (KUHN, 2012). Outra vantagem interessante envolvendo uso de polimeros
¢ a viabilidade de funcionalizacdo das cadeias, ampliando a possibilidade de
manipulagéo de suas propriedades.



Uma classe de materiais poliméricos que vem sendo muito estudada para aplicaces
biomédicas nas Ultimas décadas, € o hidrogel. Hidrogéis sdo polimeros altamente
hidrataveis que formam uma rede tridimensional fisica ou quimica e apresentam grande
similaridade com MEC de tecidos macios. Entre as propriedades dos hidrogéis que
confirmam seu potencial como biomaterial para aplicacdo em sistemas de liberagédo
controlada de drogas, encapsulacéo celular, lentes de contato, matrizes para engenharia
de tecido, biossensores, substratos inteligentes de cultura celular, curativos e
preenchimento de tecidos lesionados, incluem-se (PATEL; MEQUANINT, 2011):

e Biocompatibilidade superior;

e Boa permeabilidade ao oxigénio;

e Ambiente superficial aquoso que auxilia na protecdo de células, farmacos,
peptideos, proteinas, DNA, oligonucleotideos;

e Minima irritagdo por fric¢do do tecido circundante quando da implantacéo;

e Propriedades fisicas similares as dos tecidos macios;

e Microestrutura porosa;

e Féacil modificacdo superficial com biomoléculas especificas;

e Possibilidade de serem injetados in vivo antes da cura.
3.2  Quitosana

A quitosana é um copolimero semissintético derivado de quitina. Ela é proveniente do
exoesqueleto de insetos, crustaceos e fungos (DASH et al., 2011; IVANOVA;
BAZAKA; CRAWFORD, 2014). A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante
na natureza, sendo a celulose o primeiro (CROISIER; JEROME, 2013; DASH et al.,
2011; WAN; TAI, 2013). Em relacdo a sua estrutura, a quitosana € um polissacarideo
semicristalino, contendo um grupo amina e dois grupos hidroxilas em unidades de
repeticdo (N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina) em quantidades variadas
(CROISIER; JEROME, 2013; DASH et al, 2011; IVANOVA; BAZAKA;
CRAWFORD, 2014; JAYAKUMAR et al., 2011). A Figura 3.1 ilustra a estrutura

quimica da quitosana.
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Figura 3.1: Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: (VAN VLIERBERGHE, S.; DUBRUEL; SCHACHT, 2011)

A quitina pode ser completamente acetilada, completamente desacetilada ou
parcialmente desacetilada, sendo que a completa desacetilacdo é raramente obtida. Para
que se obtenha quitosana a partir da quitina, deve-se proceder a desacetilacdo
alcancando grau de desacetilacdo (GD) superior a 60, ou seja, 60% de residuo de
unidades de D-glucosamina (CROISIER; JEROME, 2013). A desacetilacdo da quitina
pode ser conduzida por meio de hidrélise quimica em meio alcalino (DASH et al.,
2011) ou hidrolise enziméatica (CROISIER; JEROME, 2013). As condigbes de
desacetilacdo determinam a massa molecular do polimero e o GD, sendo que o0 GD
varia entre 60 e 100, e a massa molecular, de 300 a 1000kDa (CROISIER; JEROME,
2013). Sugere-se que a porcdo cristalina da quitina influencie o processo de
desacetilacdo e, consequentemente, a estrutura final da quitosana, sua massa molar e o
GD. Tais caracteristicas influenciam a solubilidade, reatividade em processos de
modificacdo quimica e o comportamento bioldgico, mecanico e reoldgico
(LAMARQUE et al., 2005; PACHECO et al., 2009, 2011).

A quitosana é comumente descrita em termos de massa molecular (MM) e GD. O grau
de desacetilacdo tem influéncia na MM da quitosana, que por sua vez, influencia a
estabilidade quimica e resisténcia mecanica da quitosana. Menor o GD maior sera a
MM (EL-HEFIAN; NASEF; YAHAYA, 2014). A solubilidade da quitosana em agua
depende do balanco eletrostatico resultante da protonacdo dos grupos amina e das
ligagBes de hidrogénio. Pode-se dissolver quitosana em solucdes de acidos dependendo

do GD das cadeias do polimero. A dissolugdo da quitosana em acido acético puro é



muito dificil, sendo que, a altas temperaturas, é possivel que haja sua despolimerizacéo.
E comum a utilizaco de solugbes aquosas de acido acético para preparar solucdes de
quitosana. As propriedades da quitosana sdo dependentes ndo apenas da MM e do GD,

mas também da distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia (KURITA, 2001).

A presenca de grupos amina em sua estrutura gera propriedades interessantes a
quitosana quando esse polissacarideo € comparado a quitina, como a possibilidade de
dissolucdo do polimero no estado protonado em pH<6 (HOLLISTER, 2005) devido a
quartenizacdo dos grupos, que apresentam pKa de aproximadamente 6,3. No caso de a
solugéo aquosa apresentar pH>6, 0s grupos amina perdem a carga positiva e a quitosana
se torna insolivel (DASH et al., 2011). O valor exato do pH de transi¢do serd
dependente do GD do polimero (CHO, Y.-W. et al., 2000), lembrando que quanto maior
0 GD maior sera a quantidade de grupos amina presentes na cadeia e maior serd sua

porcdo cationica em ph<6.

A Figura 3.2 ilustra a mudanca da solubilidade da quitosana com o abaixamento do pH.

OH
O
pka=6,5
> OH
NH,
OH
+pH, soluvel A pH, msolavel

Figura 3.2: Efeito do pH na solubilidade da quitosana.
Fonte: Adaptado (DASH et al., 2011)

Os grupos amina possibilitam a formacdo de complexos com varias espécies aniénicas
como lipidios, proteinas, DNA e polimeros sintéticos (HOLLISTER, 2005; KIM et al.,
2007; PAVINATTO; CASELI; OLIVEIRA, 2010). Assim como 0S grupos amina, 0S
grupos hidroxila permitem que o polissacarideo forme ligac6es covalentes estaveis com
outras moléculas. ReacBes ndo especificas podem ocorrer nos alcoois, como
esterificagdes (RINAUDO, 2006). Vérias funcionaliza¢cGes podem, entdo, ser feitas ao

longo da cadeia de quitosana, aumentando seu leque de aplicages.
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A estrutura quimica da quitosana influencia sua cristalinidade e sua taxa de degradagéo.
Quanto menor o GD maior a cristalinidade e menor a taxa de degradacdo do
polissacarideo (KIM et al., 2008).

A Tabela 3.1 resume a relacdo entre estrutura e propriedade da quitosana.

Tabela 3.1: Principais propriedades dependentes do grau de desacetilacdo da
quitosana e seu efeito.

Propriedade Caracteristica estrutural®
Solubilidade T GD
Cistalinidade 1GD
Biodegradabilidade | GD, | Massa molecular
Viscosidade 1 GD
Biocompatibilidade 1 GD
Mucoadesao 1 GD, 1 Massa molecular
Analgésica 1 GD
Microbicida | GD, | Massa molecular
Permeabilidade 1 GD
Antioxidante 1 GD, | Massa molecular
Hemostatica 1 GD

% Propriedade diretamente proporcional; |Propriedade inversamente proporcional.
Fonte: (DASH et al., 2011)

A quitosana possui propriedades bioldgicas notaveis, e 0 grupo amina protonavel nas
unidades de D-glucosamina permite justificar grande parte delas. A mucoadesividade
pode ser explicada pela presenca de residuos aniénicos na mucina (glicoproteina que
compde 0 muco) capaz de interagir com 0s grupos amina protonados em meio &cido
(HE; DAVIS; ILLUM, 1998). Igualmente, devido a carga positiva da quitosana em
meio &cido, h& a possibilidade de interacdo entre o polimero e partes negativamente
carregadas de membranas celulares, o que pode levar a sua reorganizacao e interacao
com proteinas de juncdo. Em relacdo as propriedades bactericida e fungicida da
quitosana, propdem-se, embora ainda ndo haja um consenso, dois principais
mecanismos de atuacdo. O primeiro leva em conta a possibilidade de mudanca de
permeabilidade da membrana celular, quando ha interagdo de partes da célula com a

cadeia positivamente carregada da quitosana. 1sso poderia impossibilitar a entrada do
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microorganismo na célula e/ou levar a auséncia de substancias essenciais a eles no
ambiente extracelular. O segundo mecanismo envolve a ligacdo da quitosana ao DNA
possivel que haja, também, uma combinagdo dos mecanismos propostos, sendo que
ambos envolvem a natureza catiénica dos grupos amina em meio &cido (CHO, Y. W. et
al., 1999; CHUNG; CHEN, 2008; CROISIER; JEROME, 2013; HE, P.; DAVIS;
ILLUM, 1998; IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; ONG et al., 2008;
SASHIWA; AIBA, 2004; SMITH; WOOD; DORNISH, 2004). Estudos apontam um
amplo espectro de atividade bactericida e fungicida da quitina, da quitosana e dos
derivados (DU et al., 2009).

A Dbiodegradabilidade da quitosana pode ser relacionada ao fato de ela ser um
polissacarideo contendo sitios para a quebra de ligacdo glicosidea de proteases, como a
lisozima (DASH et al., 2011). A biodegradacdo da quitosana leva a formacgdo de
oligossacarideos ndo toxicos de comprimentos variaveis, que podem ser eliminados por
vias metabdlicas (CROISIER; JEROME, 2013). Além disso, ndo sendo tdxico, o
produto de degradacdo da quitosana (N-glucosamina) esta presente em matrizes
celulares de células eucariotas (KUMAR, R. et al., 2004).

A biocompatibilidade e a bioatividade do copolimero em meio fisioldgico, por sua vez,
serdo dependente do método de preparacdo e da presenca de substancias residuais do
processo. O GD influencia a biocompatibilidade do material dada a sua influéncia na
carga positiva da cadeia polimérica, tendo o polimero com maior GD maior tendéncia a
ser biocompativel em meio biolégico (CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001).

A utilizacdo de quitosana vem sendo cada vez mais explorada ndo somente por ser
origindria de uma fonte renovavel abundante, como também por apresentar
propriedades biologicas e fisico-quimicas que favorecem sua aplicagdo como
biomaterial. Caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e atividades biologicas- tais quais efeito bactericida, baixa imunogenicidade
e mucoadesividade- tém aberto espaco para a exploracdo e o desenvolvimento da
quitosana (LIU et al., 2000; ONG et al., 2008; Y1 et al., 2005). Ela, além disso, se faz
versatil pelo fato de suas propriedades poderem ser controladas e projetadas por meio da
funcionalizacgdo de sua estrutura (KRAJEWSKA, 2005; MOURYA; INAMDAR, 2008,
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2009). Apesar de tecidos conectivos ndo conterem quitosana, esta apresenta
similaridade estrutural com glucosaminoglicanas (GAG), que representam grande parte
dos componentes de MECs. A natureza cationica da quitosana é capaz de promover
adesdo celular e agir como modeladora de morfologia, diferenciagdo, movimento,
sintese e funcéo celulares. Por uma lado, foi reportado que a quitosana induz a liberagao
de interleucina 8 por fibroblastos. Esta, por sua vez, influencia a migracdo e
proliferacdo de fibroblastos e células vasculares endoteliais. Por outro lado, constatou-
se que a quitosana também promove trombose e embolizacao induzidas por superficie, o

que limita sua aplicagdo em biomateriais contendo sangue (WANG et al., 2003).

A quitosana tem sido utilizada em variados sistemas biolégicos, como em engenharia de
tecidos macios (COSTA-JUNIOR, E. S. et al., 2009; MANSUR, H. S. et al., 2009;
MOREIRA et al., 2016) ou duros (DIAS et al., 2011; DUMONT et al., 2016), ou em
complexos sistemas de marcacdo celular e deteccdo de cancer (MANSUR, A. A;
MANSUR, 2015; MANSUR, H. S.; MANSUR; SORIANO-ARAUJO; LOBATO,
2015; MANSUR, H. S.; MANSUR; SORIANO-ARAUJO; LOBATO; et al., 2015).

3.2.1 AplicacGes da quitosana em engenharia de tecidos

A quitosana pode gerar uma matriz de hidrogel polissacaridea capaz de suportar o
crescimento de tecidos e de ativar macrofagos, estimulando a proliferacdo celular e a
organizacao histoldgica do tecido. Sendo hemostatica, promove o crescimento de vasos
e pode atuar bloqueando terminacdes nervosas, reduzindo a dor. Ela despolimeriza
formando N-acetil-pB-D-glucosaminas, moléculas capazes de desencadear a proliferacéo
de fibroblastos, estimulando a deposicdo de colagenos e aumentando o nivel de acido
hialuronico na regido da lesdo. Pode-se dizer, entdo, que a quitosana auxilia na
aceleracdo da cura de feridas e na reducdo de cicatrizes (PAUL; SHARMA, 2004).

Ha uma ampla gama de estudos envolvendo quitosana na forma de esponjas (HAN, FEI
et al., 2014; JAYAKUMAR et al., 2011), membranas (KRAJEWSKA, 2005;
NAGAHAMA et al., 2008; NAGAHAMA,; RANI; et al., 2009; ZHU, X. et al., 2005) e
hidrogéis (BOUCARD et al., 2007; COSTA-JUNIOR, E. S. et al., 2009; HAN,
FENGXUAN et al., 2015; HUA et al., 2012; JI; KHADEMHOSSEINI; DEHGHANI,
2011; MANSUR, H. S. et al., 2009; MIGUEL et al., 2014; SADAT EBRAHIMI;
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SCHONHERR, 2014; SHARMA et al.,, 2015) como substratos para regeneragédo
tecidual. Entre as possiveis formas de manipulacéo e aplicacdo dos substratos a base de
quitosana, os hidrogéis merecem destaque devido a uma série de propriedades.
Hidrogéis de quitosana tém graus de intumescimento tais que os fazem compativeis
com grande parte dos tecidos macios, além de serem capazes de formar ligagdes com o

tecido circundante, minimizando danos no ato do/apds o implante (DASH et al., 2011).

O aprimoramento das propriedades da quitosana vem sido alcangado com sua
combina¢do com outros materiais, incluindo ions de prata, colageno e GAG
(IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014). A impregnacao dessas estruturas a base
de quitosana com agentes bactericidas para a prevencdo de infeccGes associadas ao
implante do biomaterial também é interessante do ponto de vista da engenharia de
tecidos e auxilia no processo de cicatrizacdo (CUI et al., 2011; HUANG, D. et al., 2011,
SARAVANAN et al., 2011).

Uma série de estudos relata a utilizagdo da quitosana na producdo de substratos
destinados a engenharia de tecidos. Isso se deve a possibilidade da quitosana poder ser
processada de forma que se obtenham diferentes morfologias, como filmes, fibras e
matrizes tridimensionais (WEN et al., 2010). A degradagdo da quitosana envolve sua
hidrélise enzimatica, feita por lisozimas e mediada por macrdfagos, resultando em
oligossacarideos protonados no grupo amina. As aminas protonadas sdo capazes de
interagir com moléculas aniénicas incluindo proteoglicanas e GAG, que tendem a
envolver um grande ndmero de citosinas e fatores de crescimento (IVANOVA,
BAZAKA; CRAWFORD, 2014).

Estudos relativos ao uso de quitosana como matriz para regeneracdo tecidual 6ssea
relataram sua participacdo na expressao continuada de colageno tipo I, com aumento de
adesdo e proliferacdo de condrocitos e da producdo de MEC cartilaginosa com a
incorporacdo de acido hialuronico a matriz de quitosana (IVANOVA; BAZAKA,
CRAWFORD, 2014). Foi igualmente relatada a influéncia da quitosana na promocéo de
crescimento celular e na deposicdo de matriz rica em minerais em cultura de
osteoblastos (SEOL et al., 2004). Matrizes porosas compositas de
hidroxihapatita/quitosana-gelatina, fabricadas por técnica de separacdo de fases,

mostraram aumento da ades&o, proliferacdo e expresséo de osteoblastos (ZHAO et al.,
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2002). Biocompositos de glicol quitosana e nanohidroxihapatita, produzidos por um
processo quimico coloidal ecologicamente amigavel em meio aquoso, seguido por
métodos de fusdo e evaporacdo do solvente a temperatura ambiente, mostraram-se

promissores para uso em engenharia de tecido 6sseo (DUMONT et al., 2016).

Quitosana foi escolhida também como material-base para engenharia de tecido articular
cartilaginoso devido a sua similaridade com GAGs presentes em cartilagem articular
(IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014). Essas polissacarideos tém importante
papel no desenvolvimento da morfologia, diferenciacdo e funcdo dos condrocitos (WU,
M.-Y. et al., 2009). Fibras poliméricas produzidas a base de quitosana e alginato
também se mostraram eficientes em elevar adesdo e proliferacdo dessas células
comparadas a fibras de alginato (IWASAKI et al., 2004).

Materiais a base de quitosana, produzidos em variadas composic¢des, tém sido usados
para auxiliar o processo de cicatrizagdo de feridas, sendo constatada a reducdo de
cicatrizes em casos de aplicacdo de curativos a base de quitosana (UENO; MORI;
FUJINAGA, 2001). Constatou-se, por meio de estudos realizados in vitro, que
carboximetilquitosana atua duplamente em cultura de fibroblastos da pele, promovendo
a proliferacdo de fibroblastos de pele normal e inibindo a proliferacéo de fibroblastos de
queloide (CHEN et al., 2002). Estima-se que a quitosana tenha importante papel no
aumento da vascularizacdo, e sua presenca na regido de lesdo implica melhor
incorporacdo de fibrina coldgena na matriz extracelular (WU et al., 2009). Hidrogéis de
quitosana se mostraram eficientes como curativos quando utilizados também como
carreadores de fatores de crescimento de fibroblastos tipo 2 (FGF-2), que estimulam
angiogénese por ativar células capilares epiteliais e fibroblastos (OBARA et al., 2003).
Para manter a concentragdo do fator de crescimento na regido da leséo, ele pode ser
incorporado na rede do hidrogel de quitosana por meio de fotorreticulacdo por luz UV
(ISHIHARA et al., 2002).

O uso de quitosana no auxilio de regeneracdo de pele apds queimaduras de terceiro grau
se mostrou eficiente em experimentos veterinarios em pele de suinos. Os resultados
apontam inducdo de migracdo de células inflamatorias e atividade angiogénica,
favorecendo a vascularizacdo do novo tecido que, apds 100 dias, apresentou

similaridade com a pele nativa, principalmente em relacdo a estética e elasticidade
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(BOUCARD et al., 2007). H& indicios de que a quitosana atue acelerando a proliferacdo
de queratinocitos (CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001). Testes in vivo em ratos
indicaram que substratos a base de quitosana e gelatina aceleraram efetivamente o
fechamento de feridas com perda de espessura total da pele, observando-se facilidade de
descolamento de epiderme apos a cicatrizagdo da lesdo. As razdes indicadas para a
melhoria do processo de cicatrizacdo se relacionam com o suporte mecanico e 0 espaco
tridimensional fornecidos pelo substrato para o povoamento de fibroblastos aut6logos,
induzindo a formacédo de tecido fibroso e vasos sanguineos em direcdo ao centro da
lesdo (TU et al., 2015). Estudos in vivo, realizados em coelhos, revelaram que matrizes
de colageno e quitosana reticuladas com glutaraldeido deram suporte &/ aceleraram a
infiltracdo de fibroblastos de tecidos vizinhos, apresentando bioestabilidade e
biocompatibilidade (MA et al., 2003).

Substratos a base de quitosana também foram utilizados para auxiliar na regeneracéo de
tecido hepatico e nervoso (DASH et al., 2011).

3.3 Gelatina

A gelatina é um polipeptidio comercial composto por 18 tipos de aminoacidos, em
variadas propor¢bes, contendo cargas positivas e negativas distribuidas néo
uniformemente pelas cadeias (SAMAL et al., 2012). Ela € um derivado da desnaturacéo
ou desintegracdo de colageno, o que gera grandes faixas de pesos moleculares e pontos
isoelétricos, dependendo da fonte de colageno utilizada e do processo de obtencédo
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2009). Entre as fontes de colageno mais utilizadas, podem
ser citadas bovinos, suinos e, mais recentemente, peixes. Ela € um dos biomateriais mais
conhecidos e, assim como seus derivados, é ndo toxica, biocompativel, biodegradavel e
tem potencial para ser aplicada na sintese de biocompdsitos (GORGIEVA; KOKOL,
2011). Entre as substdncias comumente incorporadas a gelatina, estdo moléculas
organicas, farmacos, nanoparticulas, DNA e celulas. Matrizes a base de gelatina tém
sido utilizadas como pele artificial, curativos, instrumento para liberacdo controlada de

farmacos e sensores biorresponsivos (HAN, FEI et al., 2014).

A gelatina apresenta menor antigenicidade quando comparada ao colageno, tendo o

vista seu processo de desnaturacdo, no qual sua estrutura terciaria é rompida (NICHOL
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et al., 2010). Sua funcionalizacdo pode gerar hidrogéis de diferentes propriedades
mecanicas Vvariando-se a densidade de reticulacbes. No caso de hidrogéis
fotoreticulaveis de gelatina funcionalizada, o controle da extensao de reticulaces pode
ser feito por meio da massa de polimero seco inicial, grau de funcionalizagdo da
gelatina, concentragdo de FI e intensidade e tempo de exposicao a luz UV (NICHOL et
al., 2010).

Geralmente a gelatina contém alto conteddo dos aminoacidos glicina, prolina e
hidroxiprolina, sendo que sua composi¢do depende da fonte de obtencdo do colageno.
Estruturalmente, as moléculas de gelatina contém sequéncias repetidas de glicina-X-Y,
em que X e Y, frequentemente, s8o os aminoacidos prolina e hidroxiprolina
(aminoacido nao essencial derivado de prolina). Essas sequéncias sdo responsaveis pela
tripla estrutura helicoidal da gelatina e pela sua capacidade de formar géis fisicos (PB
GELATINS, 2010; WEISHARDT INTERNATIONAL —NA et al., 2012)

A Figura 3.3 ilustra as estruturas quimicas dos principais aminoécidos presentes na

gelatina.
HO H HO H
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Figura 3.3: Estrutura quimica dos aminoéacidos Glicina, Hidroxiprolina e Prolina.
Fonte: (GALLO, 2016)

Para obtencdo da gelatina, um tratamento quimico quebra ligacGes ndo covalentes, de
forma que h& uma desorganizacao da estrutura da proteina que torna o colageno soluvel.
Um tratamento térmico subsequente cliva as ligacfes covalentes e de hidrogénio para
desestabilizar a estrutura em tripla hélice, resultando na conversdo do coldgeno em
gelatina, cuja conformac&o sera uma espiral aleatéria (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).
O tratamento quimico quebra principalmente ligacdes cruzadas entre as cadeias, mas
pode, ocasionalmente, hidrolisar as cadeias em fragmentos. Assim, uma ampla
distribuicdo da massa molecular é obtida para a gelatina (DJABOURQOV; LEBLOND;
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PAPON, 1988). No processo de desnaturacdo/hidrolise, o colageno, organizado em
tripla hélice (tropocolageno), é hidrolisado nas ligacdes cruzadas entre as cadeias
peptidicas por via &cida, no caso de colageno obtido de pele suina (tipo A), ou alcalina,
no caso de colageno proveniente de pele ou 0ssos de bovinos (tipo B). As gelatinas
obtidas por cada processo terdo diferentes pontos isoelétricos (PI), sendo que gelatina
tipo A apresenta Pl de 7-9 e a B P1 3,6-5,4 (GORGIEVA; KOKOL, 2011).

O processo alcalino ataca grupos amina de aspargina e glutamina e os hidrolisa em
grupos carboxilicos. O resultado é uma gelatina com maior densidade de grupos
carboxila, tornando as cadeias mais negativas e baixando, portanto, seu Pl. O processo
acido ndo afeta significativamente os grupos amina (SAMAL et al., 2012). O caréater
catidnico da gelatina se manifesta em pH abaixo de seu Pl pela protonacdo dos grupos
amina, como pode ser observado na Figura 3.4. A densidade catibnica é maior para
gelatina acida (tipo A) (SAMAL et al., 2012).
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Figura 3.4: Esquema da obtenc&o de gelatina tipos A e B do colageno.
Fonte: Adaptado (SAMAL et al., 2012).
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O grau de conversdo de coldgeno em gelatina é dependente da severidade dos
tratamentos envolvidos em funcdo do pH, temperatura e tempo de extracdo (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

O colageno é resistente a grande parte das proteases e requer enzimas especiais
(colagenases) para sofrer hidrélise enzimatica. Em contrapartida, a gelatina é sensivel a
muitas proteases, e ndo somente a colagenases, que a quebram em peptideos com 20 ou
mais aminoacidos (GORGIEVA; KOKOL, 2011). Apesar de ser um derivado de uma
proteina animal, o processo de degradacdo da gelatina gera produtos metabolicos de
pouca resposta antigénica (SANTORO; TATARA; MIKQOS, 2014).

A gelatina forma géis fisicos em presenca de solventes polares capazes de formar
ligacGes de hidrogénio. A gelacdo termoreversivel se dd em temperaturas por volta de
30°C, quando as moléculas de gelatina se associam em uma transicdo conformacional
formando uma tripla hélice. A fase "sol" consiste em cadeias na forma de espirais
aleatorias e alguns agregados enquanto, na fase "gel", prevalecem triplas hélices
estabilizadas por meio de ligacdes de hidrogénio, que sustentam uma rede
tridimensional interconectada de gelatina (MOHANT; BOHIDAR, 2003; MOHANTY,
BISWARANJAN; BOHIDAR, 2005). A formacdo do hidrogel é acompanhada por um
arranjo de ordem e desordem no qual as cadeias de gelatina retomam parcialmente a
estrutura tripla hélice do colageno, levando a formacdo de gelatina renaturada com
regibes amorfas. A gelatina renaturada contém cadeias em espirais aleatorias
interconectadas com dominios de microcristalitos. Estes sdo estabilizados por ligaces
de hidrogénio entre dominios N-H de glicina (Gli) e C=0 de prolina (Pro). A
estabilizacdo da conformacdo molecular e interacdo inter-hélices sdo consequéncias da
existéncia de uma camada hidratada, altamente ordenada, que forma pontes de ligacéo
entre dois grupos da mesma cadeia ou entre cadeias diferentes. As pontes de hidrogénio
sdo responsaveis pelo aumento da temperatura de desnaturacdo de hidrogéis de gelatina
(GORGIEVA; KOKOL, 2011).

A composicdo da gelatina em termos de amino&cidos difere ligeiramente em relagéo a
sua fonte de obtencdo. A gelatina derivada de pele e 0ssos de porcos, por exemplo, néo
contém cisteina (Cis), ao passo que a gelatina originaria de escamas e espinha de peixe

contém menor quantidade de glicina (Gli) em comparacdo a originria de mamiferos
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(ZHANG, X. et al., 2010). Com excecéo da gelatina advinda de pele de porco, nenhuma
outra contém acidos aspartico (Asp) e glutamico (Glu) (GORGIEVA; KOKOL, 2011).
Gelatinas provenientes de pele de suinos e bovinos apresentam cerca de 30% de prolina
(Pro) e hidroxiprolina (Hip). Gelatinas provenientes de peixes apresentam cerca de 20%
desses amino&cidos e, como resultado, a temperatura em que se perde estabilidade

térmica € cerca de 5 a 10°C mais baixa para o ultimo caso (FARRIS et al., 2009).

3.3.1 Aplicacdo da gelatina em engenharia de tecidos

A sequéncia de aminoacidos RGD (arginina, glicina e aspartato), presente em cadeias
de gelatina, é a sequéncia peptidica mais empregada para estimulo de adesdo celular em
superficies artificiais (HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003). Isso se deve a sua
distribuicdo no organismo, habilidade de se comunicar com varios receptores de adeséo
celular e no seu impacto bioldégico na ancoragem e comportamento celular
(RUOSLAHTI; PIERSCHBACHER, 1987). Essa sequéncia de aminoacidos constitui o
sitio de reconhecimento celular da maior parte das proteinas da matriz extracelular,
como fibronectina e colageno. Peptideos contendo a sequéncia RGD, representada na
Figura 3.5, podem entéo ser aplicados como estimuladores de adesdo celular, uma vez
que funcionam como sitio especifico de ligacdo com as proteinas que atuam nesse
fendmeno (ZHU et al., 2002).

glicina (Gly)
I|*~IH (|3 OH
) NH
HzN/LNHW "'(LNH/Y g/go
NH2 0 i OH
arginina (Arg) \H/

O
acido aspartico (Asp)

Figura 3.5: Estrutura quimica da sequéncia RGD.
Fonte: (VAN VLIERBERGHE, S.; DUBRUEL; SCHACHT, 2011)

Compositos envolvendo gelatina tém demonstrado sucesso na liberagdo de fatores de
crescimento em matrizes para promover regeneracdo tecidual. Criogéis a base de

gelatina suportaram o crescimento e a proliferacdo de uma grande variedade de células
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humanas, tais quais fibroblastos, células epiteliais e endoteliais e osteoblastos (VAN
VLIERBERGHE, S.; DUBRUEL; SCHACHT, 2011).

A modificacdo da gelatina e sua combinacdo com outros biomateriais demonstram a
flexibilidade desse material. Devido ao fato de a gelatina ser derivada do colageno, esta
é frequentemente combinada com GAGs (ZHANG et al., 2007) e/ou com fosfatos de
calcio (VANDERHOOFT et al., 2009), dependendo do tecido visado para regeneracéo.
Polimeros sintéticos tais quais poli(acido latico) e poliuretanos também sao
frequentemente combinados com gelatina (VAN VLIERBERGHE, S.; DUBRUEL;
SCHACHT, 2011). Entre as formas de processamento usualmente empregadas para a
formacdo de matrizes porosas a base de gelatina estdo freeze drying e separacao de fases
(FAN et al., 2008; VAN VLIERBERGHE, S et al., 2009).

Como agente de liberacdo de farmacos, a gelatina é versétil gracas a sua estrutura que
permite sua ligacdo a biomoléculas carregadas. Selecionando-se tratamento acido ou
basico para obtencdo da gelatina, seu ponto isoelétrico pode ser adaptado para
maximizar a eficiéncia do carregamento dependendo das propriedades eletrostaticas da
molécula da droga em questdo. Além disso, a cinética da liberacdo depende da taxa de
degradacdo do polimero, que pode ser manipulada dependendo da massa molar e da
densidade de ligagBes cruzadas. A gelatina tem sido utilizada também em engenharia de
tecidos, tratamento de cancer e angiogénese (SANTORO; TATARA; MIKQOS, 2014).

3.4 Hidrogeis

Como ja mencionado, hidrogéis sdo capazes de absorver grandes quantidades de agua
sem que se dissolvam. A capacidade de reter &gua desses materiais se deve a presenca
de grupos hidrofilicos, como OH, COOH, CONH, e CONH em sua cadeia, e aos efeitos
de forca capilar e pressdo osmética (DERGUNOV; MUN, 2009). Esses materiais
apresentam também grande variacdo de volume entre estados intumescido e colapsado
como resposta a estimulos ambientais, como mudanca de pH e temperatura (YAN et al.,
2011).

Uma das areas de maior interesse na aplicacdo de hidrogéis € a de producdo de matrizes

carreadoras de biomoléculas, como proteinas, farmacos e células. Para esse tipo de
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aplicacdo, normalmente se exige que os géis degradem em condicdes fisioldgicas, o que
significa que a rede tridimensional deve se desfazer gerando produtos atoxicos
(HENNINK; VAN NOSTRUM, 2012). Hidrogeéis podem ser classificados em diferentes
grupos dependendo de sua estrutura fisica (amorfo, semicristalino), de sua carga (ibnico
ou neutro), de sua reticulagdo (quimica ou fisica), de sua resposta a efeitos externos
(sensiveis ou ndo a estimulo) ou de sua origem (sintético ou natural) (DELIGKARIS et
al., 2010; PEPPAS; BURES,; et al., 2000). Os hidrogéis ditos naturais séo compostos
tipicamente por componentes de MEC, como polissacarideos ou proteinas e, portanto,
biocompativeis e facilmente reconhecidos por células (BALAKRISHNAN;
JAYAKRISHNAN, 2005).

No geral, hidrogéis tém pouca tendéncia a adsorver proteinas de fluidos corporeos
devido a sua baixa tensdo superficial (GUPTA, P.; VERMANI; GARG, 2002). No
entanto, polimeros naturais, como colageno, gelatina e GAGs e seus derivados, tém alta
afinidade com proteinas presentes no serum. A gelatina, por exemplo, apresenta alta
afinidade com fibronectina (VAN VLIERBERGHE, SANDRA et al., 2009). Polimeros
naturais tém grande potencial de aplicacdo em engenharia de tecidos justamente devido
as propriedades relacionadas a afinidade com proteinas componentes da MEC. Estudos
indicam que a adesdo celular ocorre preferencialmente em regides onde ha deposicao de
proteinas da MEC (VAN VLIERBERGHE, S.; DUBRUEL; SCHACHT, 2011).

Hidrogéis podem ser caracterizados basicamente por trés parametros: volume de fracdo
polimérica no estado intumescido, massa molar média entre ligacGes e tamanho de poro
(BARROS, 2007). Pode-se estimar o tamanho de poro da rede polimérica por meio de
medidas de equilibrio de intumescimento dos hidrogéis. Esse equilibrio dependera da
densidade de reticulagbes que, por sua vez, relaciona-se com a massa molar média entre
duas ligacdes cruzadas (BARROS, 2007).

Além das propriedades da rede polimérica, a composic¢ao quimica do hidrogel também é
responsavel pelo controle das propriedades bioquimicas do material, incluindo carga,
hidrofilicidade e bioatividade. Sdo essas caracteristicas que influenciam as interaces
intermoleculares entre as cadeias poliméricas da rede e entre as cadeias e o solvente.
Grupos laterais podem influenciar no comportamento do polimero, tornando-o0 neutro,

catiénico, anibénico ou anfétero (PEPPAS; HUANG,; et al., 2000). O carater iénico e o
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hidrofilico das cadeias poliméricas afetam o grau de intumescimento e permitem a
adaptacdo de propriedades responsivas a mudangas no pH dependendo do pK, ou pK,
dos grupos funcionais (KIRSCHNER; ANSETH, 2013).

Sao vérias as estruturas macromoleculares possiveis para hidrogéis, sejam eles fisicos

ou quimicos. Por exemplo, segundo Hoffman (2012):

e Hidrogéis de homopolimeros, reticulados quimicamente ou fisicamente;

e Copolimeros lineares em bloco ou grafitizados;

e Poliion multivalente, poliion-poliion ou complexos unidos por ligacGes de
hidrogénio;

¢ Redes hidrofilicas estabilizadas por dominios hidrofébicos;

e Redes interpenetrantes (IPNSs);

e Blendas fisicas.

3.4.1 Reticulacdo de hidrogéis

A gelacdo de um hidrogel consiste na formacdo da rede de cadeias poliméricas a partir
de um ndmero critico de reticulagdes. Antes de ela ocorrer, 0 material € uma mistura
fluida e polidispersa de cadeias poliméricas de tamanho finito e mondmeros reativos ou
moléculas reticuladoras (KIRSCHNER; ANSETH, 2013). Com a gela¢do, um nimero
critico de reticulacdes é formado, resultando em uma matriz 3D. A rede tridimensional
dos hidrogéis pode ser formada por meio de reticulacdes fisicas ou quimicas de
homopolimeros ou copolimeros, sendo possivel que a reticulacdo ocorra durante ou
apos a polimerizacdo (DELIGKARIS et al., 2010). Reticulagbes quimicas sdo formadas
por ligacGes covalentes, ao passo que as fisicas podem ser regides cristalinas mais
resistentes ou associacOes reversiveis de cadeias poliméricas, formadas por interacdes
mais fracas (hidrofdbicas, eletrostaticas, dipolo-dipolo) (FARRIS et al., 2009).
Copolimerizagdo e ligacdo cruzada via radicais livres sdo métodos comumente
utilizados para produzir hidrogéis pela reacdo de mondmeros hidrofilicos e agentes

reticulantes.

Em copolimerizacdo e reacbes de reticulacdo em solucdo, cadeias poliméricas e/ou

mondmeros, ibnicos ou neutros, sdo misturados ao agente de reticulacdo. A reacdo pode
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ser iniciada por radiagdo UV ou iniciador redox. Os hidrogéis devem ser enxaguados
para a eliminacdo de moléculas ndo reagidas e outras impurezas. A separacdo de fases
ocorre quando a quantidade de 4gua durante a polimerizacdo € maior que a quantidade
correspondente ao equilibrio de intumescimento. Solventes comumente utilizados
incluem &gua, etanol, misturas de &gua e etanol e alcool benzilico. O solvente utilizado
na sintese deve ser removido com auxilio de agua apos a formacéo do gel (AHMED,
2015).

A Figura 3.6 ilustra trés mecanismos de formac&o de redes de hidrogéis via reticulacfes

quimica, fisica e enzimatica.

Polimero 1 #™\__~ Grupos funcionais f () Agentes reticulantes g

Polimero 2 Enzima @ ®
‘Reficulagdo quimica
W —_ ngaq{]o
————— >
* covalente
W—> W ® - == Ligacdo
f 4 e o covalente

Reticulacio enzimatica

—_ Ligacgao
O .§ > === covalente

Figura 3.6: Esquema de trés mecanismos de formacéo de redes de hidrogeis
poliméricos.
Fonte: Adaptado (REDDY’; REDDY; JIANG, 2015)

A reticulagdo de hidrogéis a base de polimeros naturais ou sintéticos pode ser feita por
meio de reacdes de seus grupos funcionais, tais quais alcool (OH), &cido carboxilico
(COOH) e amina (NH,), e agentes reticulantes, como aldeidos. Existem varios métodos
de obtencdo de hidrogéis permanentes, entre eles hidrogéis interpenetrantes. Estes

podem ser obtidos pela polimerizagdo de um mondmero em meio a uma rede ja
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formada, resultando em redes interpenetradas (GULREZ; AL-ASSAF; PHILLIPS,
2011).

Polimeros em solucdo aquosa podem formar hidrogeéis pela geracdo e recombinacgéo de
radicais livres induzidos por radiacdo. A polimerizacdo é desencadeada por iniciadores
sob radiacdo (ex. luz UV ou visivel), e os radicais formados atacam ligagdes duplas e se
propagam formando a rede polimérica (ALLEN, 1996; FOUASSIER E LALEVEE,
2014; RUTSQUITOSANA et al., 1996; SEGUROLA et al., 1999; TURRO, 1978).
Formacdes de rede por estimulos luminosos sdo processos versateis que podem ocorrer
em condi¢Bes ambiente, sendo que o estimulo luminoso é passivel de ser controlado
remotamente (HUA et al., 2012).

Grande parte das caracteristicas de um hidrogel esta ligada a natureza e a densidade das
reticulacdes da rede. A densidade de reticulacdes € o nimero de ligacGes quimicas em
um dado volume e controla varias propriedades fundamentais a aplicacdo do hidrogel
como biomaterial. Entre essas propriedades, destacam-se: taxa de intumescimento (Q),
modulo de cisalhamento (G) e coeficiente de difusdo (D) (MASON et al., 2001;
METTERS; BOWMAN; ANSETH, 2001). A Figura 3.7 ilustra a variacdo das
propriedade do polimero de acordo com a densidade de reticulacdes da rede polimérica.
A malha (3) é uma medida da dimensdo dos espacos disponiveis em meio a rede

polimérica.
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Figura 3.7: Relacéo entre propriedades do hidrogel e densidade de reticulacGes da
rede. No gréfico, Q representa a taxa de intumescimento, D o coeficiente de difuséo
e G 0 modo de cisalhamento

Fonte: Adaptado (KIRSCHNER; ANSETH, 2013).

As propriedades fisico-quimicas do hidrogel podem ser projetadas para reagir de
diferentes formas em meio fisioldgico, por meio de mudancas quimicas, fisicas ou

mecanicas na rede polimérica.

Hidrogéis com gelagdo reversivel podem ser utilizados em matrizes para celulas com
degradacdo parcial, liberacdo controlada de drogas e/ou agentes bioldgicos e material

responsivo a alteracdes ambientais (SPERLING, 2006).

Moleculas fotossensiveis podem ser incorporadas a um hidrogel como agentes
reticulantes ou como parte de um grupo lateral (BOWMAN; KLOXIN, 2008). Grupos
laterais reativos, como tiol ou acrilato, podem ser adicionados ao polimero para
participar de reacgdes fotoiniciadas com objetivo de formar reticulagcbes em sua estrutura
ou de adicionar a ela moléculas bioativas regulando, assim, propriedades fisicas e
quimicas do material quanto expostos a determinadas condi¢fes (KIRSCHNER;
ANSETH, 2013). A presenca de agua induz maior formacdo de radicais livres. O

fendmeno é relacionado a maior mobilidade dos polimeros em solucdo e a reacdo
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indireta de produtos de hidrélise da &gua com as macromoléculas (ZHAO et al., 2003).
A presenca de agua é indicada na fotorreticulacdo de cadeias de gelatina por ser fonte de

radicais OH’, necessarios para a reacdo (HUANG, X. et al., 2013).

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa tém tentado superar limitacGes de
modelos de matrizes de hidrogéis pré-modeladas. Nesse sentido, os hidrogéis injetaveis
de cura in situ tém ganhado espaco dado que sdo pouco invasivos cirurgicamente, pela
sua capacidade de preenchimento de defeitos irregulares de tecidos lesionados sem
causar danos em regides circundantes (HUA et al., 2012; TAN, H.; MARRA, 2010) e
pela possibilidade de inoculacdo e posicionamento de células e moléculas bioativas em
defeitos teciduais de maneira ndo invasiva (HUA et al., 2012). Entre as vantagens do
método, incluem-se ainda facilidade de manipulacdo, capacidade de preencher
completamente defeitos teciduais e permeabilidade (SIVASHANMUGAM et al., 2015).

A fotopolimerizacdo € um processo que possibilita a formacdo da rede de hidrogel in
situ, em temperatura e pH fisioldgicos. A gelacdo em condi¢fes amenas permite a
encapsulacdo de células entre a rede de forma que elas continuem viaveis (TAN, H.;
MARRA, 2010). A producdo desse tipo de hidrogel requer a presenca de um FI com
alta absorbancia em comprimentos de onda especificos. Com a absorcdo, o FI gera
radicais livres capazes de promover polimerizacdo da solugcdo, formando o hidrogel de
maneira controlavel em condicdes fisiologicas (KAEMMERER et al., 2014; SARAIVA
et al., 2015). A selecdo do FI para a producdo dos hidrogéis € um fator importante dado
que vai determinar a intensidade da radiacdo e o tempo necessario de exposicdo para a
formacdo da rede. Esses fatores podem causar efeitos danosos sobre células, moléculas
bioativas e cadeias poliméricas (LEVETT et al., 2014).

3.4.2 Aguaem hidrogéis

O comportamento de intumescimento de um sistema de hidrogel é um parametro
importante que governa sua aplicacdo, especialmente se ele estiver inserido em areas
como engenharia de tecido, industria farmacéutica e oftalmologia. A presenca de agua
na superficie de hidrogéis reduz a energia livre interfacial em meio fisioldgico e, entéo,
eleva suas propriedades bioldgicas (PATEL; MEQUANINT, 2011).
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A quantidade total de agua em um hidrogel e a fracdo de "agua livre" determinam a
extensdo da absorcéo e difusdo de soluto através do hidrogel. O carater da agua em um
hidrogel pode determinar as caracteristicas gerais de permeabilidade de nutrientes em
direcdo a matriz e a permeabilidade de produtos celulares para fora dela (HOFFMAN,
2012).

Quando uma matriz seca comega a absorver agua, as primeiras moléculas a entrarem na
matriz hidratardo os grupos mais polares/hidrofilicos da rede, levando a chamada agua
de ligacdo primaria. A medida que os grupos polares vao sendo hidratados, a rede infla
e exple seus grupos mais hidrofébicos, levando a formagdo de uma agua de ligacdo
secundaria. Aguas de ligagdo primaria e secundaria, juntas, si0 comumente chamadas
de "agua total ligada". Mesmo ap0Os a total interacdo dos sitios hidrofilicos e
hidrofébicos com as moléculas de agua, a rede continua a absorver agua adicional
devido a osmose no sentido de promover maior diluicdo do meio. Essa absorcao
adicional é dificultada pela reticulagcdes quimicas e fisicas, levando a uma forga de
retracdo da rede elastica. Nesse ponto, o hidrogel atinge o equilibrio de intumescimento.
A agua, absorvida apdés a total interacdo idnica (hidrofilica e hidrofdbica) da rede com
as primeiras moléculas a permearem o hidrogel, é denominada "agua livre" e ocupa o
espaco existente entre as cadeias da rede polimérica, poros ou vazios. Poros podem ser
formados por separacdo de fases durante a sintese ou podem aparecer como volumes
vazios entre a rede polimérica. O tamanho médio de poros, a distribuicdo de tamanhos e
sua interconectividade sdo fatores importantes muitas vezes dificeis de quantificar,

sendo incluidos em um parametro chamado "tortuosidade” (HOFFMAN, 2012).

A medida que a rede intumesce, dependendo da natureza das cadeias ou ligacBes
poliméricas, 0 gel comeca a se desintegrar e a se dissolver em uma taxa dependente de
sua composicdo (HOFFMAN, 2012). O conteudo final de agua em hidrogéis depende
de parametros cinéticos e termodindmicos (PATEL; MEQUANINT, 2011).

3.4.3 Cinética de intumescimento de hidrogéis

Embora o estudo da cinética de intumescimento de hidrogeis ndo seja foco deste
trabalho, a compreensao dos parametros que influenciam o fenémeno se faz importante,

visto que essa propriedade se relaciona ndo s6 com a eficiéncia da matriz em mimetizar
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0 ambiente extracelular, mas também com a viabilidade, diferenciacdo e proliferacdo

celular.

O comportamento cinético do hidrogel no intumescimento deve-se principalmente a
difusdo e capilaridade da 4gua em direcdo ao interior do hidrogel, sendo que o efeito
capilar é mais répido que o difusional. A ascensdo de 1cm de 4gua em um capilar de
cerca de 100um ocorre na ordem de milissegundos. A presenga de poros entre 100um a
300um com boa distribuicdo e capilares, extensivamente interconectados em matrizes
superporosas, faz do hidrogel um sistema vantajoso para aplicacdes especificas nas
quais se deseja alta absorcdo. A relaxacdo da rede, limitada pela interagdo entre
polimero e &gua, tem um importante papel no processo de difusdo (PATEL;
MEQUANINT, 2011). Para determinar a natureza da difusdo de fluido na dire¢do do
hidrogel, dados da extensdo do intumescimento ao longo de intervalos definidos podem
ser relacionados de acordo com a equagéo de difuséo de Fick (Equacdo 3.1) (RITGER;
PEPPAS, 19874, b):

f= W% = Kt" (3.1)

em que f é a fracdo de agua presente no hidrogel no tempo t, W,e W,, sdo a massa do
hidrogel no tempo t e no equilibrio, respectivamente, K é a taxa caracteristica
dependente da estrutura do hidrogel e n é um nimero de transporte que indica se o

mecanismo predominante € difusdo ou relaxacdo no processo de intumescimento.

Percebe-se, pela lei de Fick, que a natureza (carater e estrutura quimica) e a morfologia
(caracteristicas relacionadas principalmente a porosidade) do hidrogel influenciam as

propriedades de intumescimento do material.

Hidrogéis contendo mais de 95% em &gua sdo denominados superabsorventes e
apresentam grande biocompatibilidade. Esta caracteristica advém da similaridade do
material com a MEC tanto em composicdo como em caracteristicas mecénicas
(DELIGKARIS et al., 2010). Em razdo de seu potencial de aplicacdo biomédica, os
hidrogéis estdo sendo cada vez mais explorados ndo apenas para interagir com 0 COrpo e
auxiliar na cicatrizagdo natural, mas também para o estudo das intera¢des naturais entre
células e interfaces de materiais (KIRSCHNER; ANSETH, 2013). Hidrogéis tém sido
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aplicados como materiais-base de implantes estaticos e dindmicos, matrizes bioativas,
dispositivos para liberacdo controlada de drogas e plataformas para crescimento celular
(HOARE; KOHANE, 2008; HUA et al., 2012; KIRSCHNER; ANSETH, 2013).

3.4.4 Sinérese em hidrogéis

A sinérese é a expulsdo da agua do interior do hidrogel apés sua transicdo para o estado
solido, o que pode levar o hidrogel ao colapso (MARQUARDT, 2014). Durante a
polimerizacgdo, a sinérese ocorre quando a quantidade de agua presente no meio é maior
que a presente no equilibrio de intumescimento. A medida que ocorre a polimerizacéo,
0 excesso local de agua é expulso da rede de polimero formada de modo que se atinja o
equilibrio termodinamicamente favorecido. E possivel projetar um material
microporoso por meio do efeito da sinérese (pela inducdo da separacdo de fases) durante
a polimerizacdo de um hidrogel na presenca de excesso de agua. Devido a fatores
cinéticos, é dificil que se obtenha um material totalmente homogéneo. 1sso porque o
sistema bifasico (intercalacdo de fases rica em polimero e rica em agua) € interligado
por meio de ligacBes covalentes a medida que a rede se forma (BENTON et al., 2009).
A porosidade da rede formada, o tamanho dos poros e a espessura de paredes séo
proporcionais a taxa de polimerizacdo (BENTON et al., 2009).

3.4.5 Hidrogéis a base de quitosana e gelatina

A Quitosana é capaz de, por si propria , formar hidrogéis, sem a necessidade de aditivos
(DAVID; DOMARD, 2008), mas é importante salientar que a funcionalizacdo da
estrutura da rede, assim como a adicdo de moléculas bioativas, podem auxiliar no
desencadeamento de eventos de interesse para o crescimento do tecido, como estimulo
de adesdo seletiva, crescimento e diferenciacdo celular (DUARTE; MANO; REIS,
2009).

Sdo diversas as formas de se obter hidrogéis de quitosana associada a outros materiais,
sendo que a rede tridimensional pode ser originada por meio de ligacGes reversiveis, no
caso de associagdes fisicas, ou irreversiveis, por meio de ligagdes covalentes (DASH et
al., 2011).
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LigacBGes fisicas envolvem interacfes eletrostaticas, hidrofobicas e ligacbes de
hidrogénio (BERGER et al., 2004). Estas podem ser dependentes de parametros tais
quais pH, concentracdo e temperatura, 0 que gera certa instabilidade e faz desse tipo de
gelacdo um processo reversivel (CROISIER; JEROME, 2013). Devido & natureza
policatibnica da quitosana em meio &cido, podem-se obter hidrogéis por meio de
ligacOes eletrostaticas tanto com pequenos polidanions quanto com polieletrélitos
(BHATTARAI et al., 2005) e outras moléculas carregadas negativamente. A forca da
interacdo sera proporcional a quantidade de seguimentos D-glucosaminas (unidades
protonaveis da quitosana) e da concentracdo de ions. Grandes moléculas negativamente
carregadas, como alguns polimeros naturais ou sintéticos, sdo capazes formar hidrogéis
com quitosana. Dentre os naturais merecem destaque gelatina, coladgeno, queratina e
albumina (MAO et al., 2004; YIN et al., 1999). A limitacdo do uso de hidrogéis,
envolvendo apenas ligacdes eletrostaticas, reside na instabilidade do conjunto em
condicdes fisioldgicas e na dificuldade de controle dos poros (CROISIER; JEROME,
2013).

Hidrogéis contendo redes quimicamente reticuladas sdo mais estaveis e apresentam
gelacgdo irreversivel. A formacédo da rede envolve modificacdo da cadeia da quitosana e
pode, portanto, alterar suas propriedades iniciais, sobretudo aquelas que se relacionam
aos grupos amina envolvidos na reacdo. E preciso atentar sobre a possibilidade de
residuos toxicos originarios da reacdo de reticulacdo. Essa reacdo pode ocorrer com a
participacdo de polimeros ou pequenas moléculas polifuncionais, como agentes de
reticulacdo. Outra possibilidade é a alteracdo da cadeia de quitosana com adicdo de
grupos funcionais antes da inducéo da reticulacdo, que pode ser iniciada por radiacdo ou
catalisada por enzimas. Como 0s grupos amina sdo normalmente mais reativos que 0s
grupos hidroxila (a depender das condi¢cbes do meio de reacdo), a maior parte das
reacOes de reticulacdo devem ocorrer nessas regides. Considerando que alteracdes da
cadeia, principalmente dos grupos amina, sdo capazes de alterar as propriedades da
quitosana, recomenda-se utilizar de cadeias de quitosana com alto grau de desacetilagéo
como matéria-prima (CROISIER; JEROME, 2013).

A Figura 3.8 ilustra a formacdo de hidrogéis de quitosana de reticulagdes fisicas por

interacOes idnicas, secundarias, hidrofébicas ou formacéo de cristais.
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Figura 3.8: Reticulacao fisica em hidrogéis a base de quitosana.
Fonte: Adaptado (DASH et al., 2011).

Quando o objetivo é a recuperacdo e/regeneracdo de lesdes na pele, constituintes de
matriz extracelular, como colageno e derivados, sdo frequentemente adicionados a
matrizes de quitosana (CHEN et al., 2009; FAIKRUA et al., 2009; SUN et al., 2009).
Foi constatada a eficiéncia de hidrogéis fisicos e acelulares de quitosana na regeneracao
de pele apds queimaduras de terceiro grau em pele de suinos com recuperagdo
permanente de derme e epiderme, mantendo funcionalidade e estética similar a da pele
nédo lesionada (BOUCARD et al., 2007).

A adi¢cdo de quitosana a gelatina aprimora as propriedades mecéanicas da gelatina e
influencia a taxa de degradacdo do material. Por um lado, a quitosana com alto grau de

desacetilacdo, modificada ou em conjunto com gelatina, apresenta maior
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citocompatibilidade, aumenta a proliferacdo e reduz a apoptose celular. Por outro lado,
cadeias flexiveis negativamente carregadas de gelatina reduzem a adesdo celular
induzida pela natureza catiénica da quitosana por meio de neutralizacdo da carga. Como
resultado, h& maior mobilidade celular na superficie do material (MAO et al., 2004;
YUAN et al., 2004). Redes tridimensionais de quitosana e gelatina tém sido
extensivamente estudadas devido a sua processabilidade para formacdo de matrizes
porosas exibindo citocompatibilidade e resposta celular favoravel (MAO et al., 2004;
WANG et al., 2003).

Relatou-se que matrizes de gelatina e quitosana sd@o promissoras quanto a aplicacdo
como biomateriais para engenharia de tecido, a fim de serem usadas em diversas areas
como liberacdo controlada de drogas, curativos, suturas entre outras (LEE et al., 2005;
PULIERI et al., 2008).

Hidrogéis de gelatina sdo promissores para aplicacdo em cultura celular in vitro e
engenharia de tecidos, isso porque a gelatina é originaria de um componente de matrizes

extracelulares, tem sequéncias RGD e é um material de facil acesso e baixo custo.

A adicdo de gelatina a quitosana para a formacdo de hidrogéis é promissora em relacéo
ao desempenho biolégico, ja que contém sequéncias similares a sequéncias RGD, que
promovem migracdo e adesédo celular (BELLIS, 2011). A aplicabilidade de matrizes de
quitosana e gelatina se baseia nas propriedades mecénicas e antimicrobianas da
quitosana, de adesdo celular da gelatina e suas caracteristicas comuns tais como
biocompatibilidade e biodegradabilidade (RATHNA, 2008). Estudos envolvendo
hidrogéis de quitosana e gelatina foram feitos para avaliar a eficiéncia da combinacéo
na regeneracdo de pele, cartilagem e o0sso (SARAIVA et al., 2015). Hidrogéis
compositos de quitosana e gelatina também foram preparados para recuperagdo de
tecido hepatico (JIANKANG et al., 2009). Biopolimeros, projetados a partir de
reticulagbes quimicas entre quitosana e gelatina, mostraram-se eficientes também no
crescimento e na proliferacdo da populagdo de células-tronco epiteliais limbicas (DE
LA MATA et al., 2013). Estudos do efeito de hidrogéis fotoreticulados de quitosana e
gelatina na cicatrizacdo de feridas de espessura total na pele de ratos revelaram a
capacidade do material de auxiliar na recuperacdo do tecido lesionado. O uso do
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hidrogel nas regides de lesdo acelerou contracdo e fechamento da lesdo em relacdo ao
grupo-controle (ISHIHARA et al., 2001, 2002).

3.4.6 Fotoquimica e fotofisica de reticulacao

A fotoquimica envolve reacdes iniciadas por incidéncia luminosa no sistema. A energia
é absorvida ou emitida pela matéria de forma discreta por meio de fétons. O resultado
da interagdo da radiagdo com a matéria depende diretamente da energia incidente. Esta é
associada ao comprimento de onda da radiacdo eletromagnética, como pode ser

observado na Equacdo 3.2:

E=hv (3.2)

em que E representa energia da radiacdo incidente, h é a constante de Planck e v a

freqiiéncia da radiagéo.

A absor¢do da luz leva a excitacdo eletronica, tirando espécies de seu estado de
equilibrio, conduzindo-as a um estado excitado e podendo formar radicais livres. Estes

iniciam o processo de foto polimerizacao/fotorreticulacao.

Geralmente a absor¢do da luz resulta em formacéo de radicais livres por dois caminhos
(ODIAN, 2004):

1. Um composto presente no sistema é excitado pela absorcéo e se decompde em
dois radicais.

2. Um composto presente no sistema € excitado pela absor¢do de luz e interage
com um segundo composto (por transferéncia de energia ou reacdo redox) para

formar radicais derivados do segundo composto e/ou do original.

A eficiéncia e as consequéncias do processo dependem da estrutura quimica das
moléculas envolvidas e de suas concentracGes relativas, da energia (proporcional a
frequéncia e inversamente ao comprimento de onda) e da intensidade da luz (DAVIS;
BURDICK; ANSETH, 2003). Pelo fato de a absor¢do da luz gerar espécies excitadas,
varias reacOes fotoiniciadas podem ocorrer, sendo que a eficiéncia das reacbes depende
da sua competicdo com fendbmenos de desativacdo térmicos e/ou radioativos
(fluorescéncia e fosforescéncia) (HE; SUSANTO; ULBRICHT, 2009).
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A Tabela 3.2 relaciona energia, comprimento de onda e frequéncia de diferentes tipos
de radiacao.

Tabela 3.2: Energia, comprimento de onda e frequéncia de diferentes faixas de
radiacdes eletromagnéticas.

. I Comprimento Energia Frequéncia
Tipo de radiagéo dle:lr;onl:\ E = Kcal mol™ v = Hz =5
Ultravioleta (UV) 200-400 140-70 1,5x10% a 7,5x10*

Violeta ~400 70 7,56x10%
Verde ~500 60 6,0x10"
Vermelho ~700 40 5,0x10"

Infravermelho

oréximo (NIR) ~1000 30 3,0x10™

Fonte: (TURRO, 1978)

3.4.7 Estado fundamental, estados excitados e orbitais moleculares

Um estado eletrénico € uma configuracdo particular de elétrons: a configuracdo de mais
baixa energia, na qual elétrons de mais baixa energia ocupam os orbitais de mais baixa
energia (dois elétrons por orbital), é o estado fundamental. Todas as outras
possibilidades de configuracdo eletronica determinam estados excitados. Os orbitais
descrevem a localizacdo e a energia de elétrons individuais, estados descrevem a

energia total e a configuracao eletrénica geral de uma molécula (CUMMINGS, 2008).

Toda molécula possui diferentes estados eletrénicos, orbitais moleculares e niveis de
energia correspondentes a cada estado eletrénico. Os orbitais podem ser classificados
em diferentes tipos: = e o (ligantes), n (ndo ligante), n* e o* (antiligantes). Os orbitais
antiligantes possuem maior energia que seus correspondentes ligantes. Diferentes
transicbes podem ocorrer entre os orbitais quando os elétrons sdo excitados, como
n—n*, n—oc*, n—-n* c—0c*, etc. As transi¢des sdo governadas por funcdes baseadas

na mecanica quantica (DOGRA, 2007)

A Figura 3.9 esquematiza diferentes transicoes eletronicas possiveis para ligacdes entre

carbonos.
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Figura 3.9: Transicdes eletronicas possiveis para ligacdes entre carbonos.
Fonte: (DOGRA, 2007).

Nota-se pelo diagrama da Figura 3.9 que a diferenca de energia (AE) entre orbitais
segue a seguinte ordem: AE (n—n*) < AE (n—n*) < AE (6—0%), i.e. Amax, (N—7*) >
Amax (T—1*) > Anax (0—0%*). A transicdo c—c* ¢ geralmente observada em vacuo

(DOGRA, 2007).

3.4.8 Fotorreticulacéo

Técnicas de fotopolimerizacdo fornecem um grande numero de vantagens quando
comparadas a técnicas térmicas, incluindo velocidade de cura, baixa energia, reacdo em
temperatura ambiente ou proxima a ela, formulagcbes sem solvente e baixo custo
(FERREIRA et al., 2011).

Reacbes fotoquimicas de reticulacdo, em um senso geral, sdo aquelas induzidas por
radiagdo UV (100-400nm), visivel (400-760nm) e infravermelha (780-20000nm).
Reacdes fotoinduzidas ocorrem majoritariamente em moléculas em estado excitado e a
eficiéncia quantica (razdo entre a quantidade de reagente consumido ou produto
formado e a quantidade de fétons absorvidos, cada um com energia especifica E = hv),
é a medida da eficiéncia da fotoreacdo (sendo o mé&ximo de eficiéncia quéntica para
reacOes simples igual a 1) (HE; SUSANTO; ULBRICHT, 2009).

A cura via radiacdo UV é um processo que transforma um monémero multifuncional

em um polimero reticulado por reacdes em cadeia, iniciadas por espécies reativas, que
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podem ser radicais livres ou ions, geradas pela radiacdo. Grande parte dos monémeros,
quando submetidos a radiacdo, ndo produzem espécies reativas o suficiente para a
reacdo, devendo um FI ser adicionado a formulacdo. Um FI eficiente deve ter alta
absorcdo na regido de emissdo da fonte luminosa e gerar espécies reativas com um
maximo possivel de rendimento quantico (HE; SUSANTO; ULBRICHT, 2009).

O espectro de absor¢do do FI é um fator crucial no sistema de fotoiniciagdo: o intervalo
de comprimento de onda de absorcdo do FI deve ser compativel ao espectro de emisséo

da fonte luminosa.

A absortividade molar, &, do grupo croméforo determina o valor da intensidade da luz
absorvida I, de um feixe de luz de intensidade I, em um dado comprimento de onda
L. Consequentemente, uma alta absor¢do € alcancada quando se usam moléculas que
possuem elevado coeficiente de extingdo, ou absortividade molar (g), € que sdo capazes

de absorver radiagdo na regido de emissao da fonte (ALLEN, 2010).

As transi¢des m—7* possuem elevados €, contrariamente as transigdes n—7*, de baixo
€. A polaridade do solvente afeta a banda de absorgdo do FI. Geralmente, bandas de
absorcdo associadas a transi¢des t—n* deslocam-se para regides de maior comprimento
de onda quando a polaridade do solvente aumenta (LIU et al., 2014). Isso porque, se 0
estado excitado é polar, ele pode ser estabilizado pelo solvente, baixando, desse modo,
sua energia e, consequentemente, a energia de transicdo (KUMAR, 2006;
TOWNSEND, 2011).

Reacbes em cadeia iniciadas por radiacdo UV tém maiores taxas de iniciacdo quando
comparadas aquelas desencadeadas por energia térmica (DECKER, 1996). A medicao
da taxa de reticulacdo pode ser feita por métodos tais quais FTIR, em tempo real ou
convencional, fotocalorimetria (Foto-DSC) (ALLEN, 1996), UV-Vis (MANSUR, H. S,;
MANSUR, 2011; SOLOMONS; FRYHLE, 2001), entre outros.

O mecanismo basico para a fotorreticulacdo por meio de radicais livres envolve a
formacéo dos radicais pela absor¢do da luz pelo FI. Os radicais ativos atacam sitios do
polimero mais propensos a reacdo (ex. maior facilidade de abstracdo de atomo de
hidrogénio ou insaturacdes), que leva a uma posterior ligacdo entre &tomos de diferentes

cadeias, formando a reticulacdo. Na presenca de oxigénio, hd a possibilidade de
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formacdo de hidroperdxidos. Nesse caso, o FI age como doador e transfere energia
absorvida aos peroxidos (BOUSQUET; FOUASSIER, 1983).

A Figura 3.10 ilustra o mecanismo de reacao entre um FI que se dissocia de seu estado

excitado tripleto e uma cadeia polimérica.

: M
FI V5 IR 5 3FTF — R,

R
R
\Vlﬁ\l _— | o
Alceno Novo radical

Figura 3.10: Mecanismo de reacdo possivel entre um FI e uma cadeia polimérica.
Fonte: Adaptado (ALLEN, 2010).
A interacdo da radiacdo com a matéria envolve fendmenos fisico-quimicos que podem

ser divididos em trés etapas: fisica, fisico-quimica e quimica (LOPERGOLO, 2002):

e A etapa fisica envolve a transferéncia de energia da radiacdo para o &tomo ou
molécula, resultando em excitacdo eletrbnica e ionizacdo. As espécies
energizadas sdo instaveis e ocasionam reagdes secundarias na propria molécula
ou com moléculas vizinhas.

e A etapa fisico-quimica envolve a formacao de espécies secundarias reativas.

e A etapa quimica inicia-se quando h& reestabelecimento do equilibrio térmico
afetado na transferéncia de energia da radiacdo para o sistema. Nessa fase, ha

reacdo entre as moléculas reativas.

Analises cinéticas durante o estado estacionario indicam que a taxa de polimerizagéo
por um radical livre, induzido por radiacdo, € proporcional a raiz quadrada da
intensidade da luz, o que indica que a reacgdo é controlada por terminacdes entre duas
moléculas. As propriedades fotoquimicas e fotofisicas dos iniciadores sdo, portanto,
importantes no controle da reatividade da fotorreticulacdo. Entre as propriedades

desejadas, pode-se citar: alta absorcdo na regido de ativacdo; que depende da fonte
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utilizada; alto rendimento quantico do radical formado; solubilidade adequada na resina
utilizada no sistema; estabilidade durante o armazenamento; ndo apresentacdo de odor
ou amarelamento; ser de facil manipulagéo; preco acessivel e atoxicicidade (ALLEN,
1996).

H& duas categorias principais de FI: Tipos | e Il. O tipo I sofre fotofragmentagdo
(clivagem o na carbonila, mais comum, ou B, na alquila), quando absorve radiacdo na
frequéncia adequada, iniciando a formacdo de radicais livres capazes de induzir
polimerizacdo/reticulacdo. O  Irgacure 2959  [2-hidroxil-4-(2-hidroxietoxi)-2-
metilfenona] é um FI tipo I que sofre clivagem dividindo-se em radicais cetil e benzoil.
Ele apresenta alta eficiéncia para sistemas de cura UV e é amplamente utilizado devido
a sua baixa toxicidade (WILLIAMS et al., 2005), volatilidade e baixo odor e
amarelamento (BENEDIKT et al., 2015; MA et al., 2014). Um FI tipo Il sofre,
primeiramente, um processo de abstracdo de um atomo de hidrogénio de alguma outra
molécula do meio, podendo ser do solvente ou do polimero. Normalmente, usam-se

aminas terciarias para aumentar a eficiéncia do processo (SEGUROLA et al., 1999).

A esquematizacdo do sistema de clivagem de FI de tipo | é representada na Figura 3.11.
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Figura 3.11 llustragdo do mecanismo de foto clivagem de FI tipo I.
3.4.9 Fotoiniciadores

H& uma gama de FI disponiveis no mercado para auxiliar a fotorreticulacdo de espécies
poliméricas, entre os quais se pode citar o Irgacure 2959, Irgacure 651 (2,2-dimetoxi-2-

fenilacetofenona), Irgacure 184 (1-hidroxi-ciclohexil-fenil-cetona).
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A sele¢do do FI € um ponto determinante na produgdo do hidrogel visto que influencia a
intensidade e o tempo de exposicdo a radiacdo (JEON et al., 2009; LEVETT et al.,
2014). Esses fatores podem prejudicar células e biomoléculas aléem de influenciar
propriedades mecanicas da rede (NGUYEN, 2002). A toxicidade do FI também é um
fator de peso na determinacdo do sistema de fotorreticulacdo, devendo-se levar em
consideracdo que ha variacao na citotoxicidade de um composto dependendo do tipo de
célula envolvida no processo. As espécies reativas formadas pela clivagem dos FI
oferecem risco as células e outras moléculas bioativas possivelmente presentes no meio
visto que pode haver algum tipo de interacdo que prejudique suas atividades
(Fedoroviquitosana et al., 2009). Diferentes tipos celulares reagem de diferentes formas
na presenca de um mesmo FI (WILLIAMS et al., 2005).

A avaliacdo da toxicidade de trés FI frequentemente utilizados (Irgacure 2959, Irgacure
184 e Irgacure 651) em seis diferentes linhagens celulares indicou que Irgacure 2959 e
184 sdo indicados para fotorreticulagdo de materiais para engenharia de tecidos
(WILLIAMS et al., 2005). Especula-se que a citotoxidade dos compostos se relaciom
com sua hidrofobicidade, uma vez que a permeabilidade da bicamada de fosfolipidios
das membranas celulares aumenta com a hidrofobicidade do composto. O resultado do
estudo corrobora com a hipétese uma vez que o Fl Irgacure 651, mais hidrofébico
devido aos seus dois grupos fenila apolares, mostrou-se mais tdéxico, enquanto o
Irgacure 2959, mais hidrofilico, revelou-se como o menos téxico dos trés. O Irgacure
2959 foi bem-tolerado por todas as seis linhagens celulares analisadas no estudo
(WILLIAMS et al., 2005).

3.4.10 Considerac@es sobre os componentes do sistema: FI, grupos funcionais e
radiacéo.
A principal vantagem de uso sistemas de fotorreticulacdo é que a reticulagcdo quimica s
ocorre durante a exposi¢édo ao estimulo e, uma vez iniciada, a duracéo e a intensidade da
reagcdo podem ser controladas de acordo com o desejado (MIRONI-HARPAZ et al.,
2012). Especula-se que reacOes rapidas de reticulacdo tenham efeito positivo na
reticulagdo in vivo, primeiramente por possibilitarem a cura em um ambiente rico em

proteinas, e, também, por favorecerem a ligacdo entre grupos poliméricos nos grupos
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vinil em detrimento de ligagdes em proteinas, protegendo, assim, as células residentes
(MIRONI-HARPAZ et al., 2012).

Embora grupos vinil reajam preferencialmente quando se inicia a polimerizacdo via
radicais livres, ligacbes C=C, presentes em outras posi¢cdes da cadeia, também podem
ser atacadas. Concentracdes indicadas para alguns Fl conhecidos, como no caso do
Irgacure 2959, variam de 0,05% a 0,5% m/v. Estudos indicam um aumento gradual nas
propriedades mecanicas para aumento de concentracdes de FI até 0,2% m/v, ndo
havendo grandes ganhos no modulo para valores superiores (BARTNIKOWSKI et al.,
2015).

A concentracdo do iniciador também tem relacdo direta com o tamanho dos poros no
hidrogel tendo em vista que influencia na densidade de reticulacbes (BENTON et al.,
2009). Uma maior concentracdo de FI resulta em menor tamanho médio de poros, como
pode ser observado na Figura 3.12. No experimento relativo a Figura 3.12, amostras de
gelatina modificada com grupos metacrilamida foram reticuladas na presenca de

diferentes concentracdes de Irgacure 2959.

Gelatina nao modificada 0,05% em massa de 12959

( b
~ ( \ ‘\A
- \\

f

Figura 3.12: Imagens de MEV de redes de gelatina pura, item a) ou modificada
com grupos metacrilamida, itens b), c) e d), formadas em diferentes proporcdes de
Irgacure 2959 ( 12959).

Fonte: (BENTON et al., 2009).
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A formacéo dos poros deve ser resultado da separagéo de fases na polimerizacdo visto
que esse tipo de estrutura ndo € observado em hidrogéis fisicos naturais de gelatina
(BENTON et al., 2009).

A utilizacdo de concentracdo de FI e/ou intensidade de radiacdo abaixo das ideais pode
prejudicar a formacgdo da rede polimérica, resultando em propriedades mecénicas
inferiores ao desejado para o hidrogel. Comparativamente, a citocompatibilidade pode
ser comprometida se houver exposicdo prolongada a presenca de radicais livres
citotoxicos ou se houver aumento excessivo de radicais em solucdo. Ambos os fatores
dependem do tipo e da concentracdo do Fl e da intensidade da radiagdo. Deve-se, entéo,
otimizar as condi¢cOes de fotopolimerizacdo para alcancar a extensdo desejada da rede
polimérica sem prejudicar a encapsulacdo de células (caso seja o propdsito do sistema)
(MIRONI-HARPAZ et al., 2012).

N&o se sabe ao certo se a ameaca as células, eventualmente presentes no sistema quando
da reticulacdo, relaciona-se predominantemente a exposi¢do a radiagdo UV ou a acéao

excessiva de radicais livres durante o processo de formacao da rede.

Um estudo sobre o efeito da concentracdo de FI (em relacdo a quantidade de grupos
funcionais substituidos na gelatina metracrilamida) e da incidéncia de radiacdo UV na
viabilidade celular de condrécitos concluiu que a concentracdo de FI deve ser ajustada
para que haja excesso de grupos funcionais reativos nas cadeias poliméricas. O estudo
concluiu também que a dosagem de radiacdo UV aparenta ter menores efeitos no
comportamento celular quando comparado a toxicidade do FI em concentracdes mais
elevadas (BARTNIKOWSKI et al., 2015). Na auséncia de um radical iniciador,
exposicoes por tempos relativamente curtos a radiacdo UV com comprimentos de onda
relativamente longos (até 5 minutos com intensidade de 20mWcm 2 e comprimento de
onda de 365 nm) ndo demonstraram toxicidade as células (MIRONI-HARPAZ et al.,
2012).

Um estudo, envolvendo fotorreticulagdo de poli(etileno glicol) funcionalizado com
grupos acrilatos, revelou que entre os fatores que mais afetam propriedades mecéanicas
dos hidrogéis, estdo o tipo e a concentracdo de Fl, a concentracdo dos precursores e a
intensidade da luz a qual o material ¢ exposto na fotopolimerizagdo. Para dada
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concentracéo de FI e intensidade da luz, por exemplo, um aumento na concentragdo dos
precursores resulta em maior modulo de armazenamento e tempo de gelagcdo. Para uma
concentracdo constante de precursores e aumento na intensidade da luz ou da
concentracdo de FI, o0 mddulo de armazenamento se revelou com um comportamento
bifasico: inicialmente a taxa de iniciacdo e de geracdo de radicais aumenta, levando a
uma maior eficiéncia na reticulacdo e a formacédo do gel. No entanto, se a geracdo de
radicais aumenta demasiadamente, como em casos em que héa altas concentracgdes de Fl,
ha reducdo da eficiéncia de reticulacdo (MIRONI-HARPAZ et al., 2012).

A compreensdo da correlacdo entre o FI (suas caracteristicas e concentracdo), as
condicGes de radiacdo da luz (intensidade, tempo e energia) e as caracteristicas finais da
rede devem ser ajustadas para otimizar o sistema de modo que se obtenham hidrogéis

com propriedades mecanicas adequadas e um maximo possivel de viabilidade celular.

3.5 Uso de éacido ascorbico como desativador de radicais livres oriundos da

exposicao a radiacdo UV.

Os radicais livres podem estar presentes no sistema de fotorreticulagdo mesmo apos a
retirada da fonte de radiacdo, causando, talvez, danos a estrutura tridimensional
almejada ou prejudicando células ou moléculas bioativas possivelmente presentes. Entre
0s mecanismos de morte celular devido a acdo dos radicais livres, incluem-se a
formacdo de espécies reativas quando da interacdo dos radicais com fosfolipidios e
peroxidacdo de lipidios, que resultam em danos a proteinas e ao DNA. Também a
quantidade de radicais livres formados por mol de iniciador, os produtos laterais de cada
reacdo de fotoiniciacdo e a estabilidade dos radicais formados afetam a toxicidade do
composto (WILLIAMS et al., 2005).

Adicionando-se ao meio moléculas que atuem como antioxidantes ou desativadoras de
estados excitados, inibe-se a acdo de radicais livres. Um exemplo, natural e atoxico, é o
acido ascorbico. Sua capacidade de agir impedindo a proliferacdo de radicais livres é
comprovada ha decadas, podendo a molécula atuar, por exemplo, na desativacdo de
moléculas reativas de oxigénio (CHOU; KHAN, 1983). A toxicidade do acido ascorbico
€ minima na maioria dos individuos e das condi¢Ges. Ocorrendo a possibilidade de

haver variacdo de toxicidade dependendo do individuo e de seu estado oxidativo. Além
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disso, esse &cido é livremente filtrado no glomérulo de espécies animais que sintetizam
a molécula, e também naqueles que tém uma dependéncia dietética da molécula como
vitamina (ROSE; BODE, 1993).

O é&cido ascorbico pode ser encontrado em diversos sistemas incluindo, entre outros,
biomanufatura e engenharia de tecidos (SIGMA-ALDRICH, [S.d.]). Sua estrutura
quimica permite que ele se oxide e se reduza reversivelmente em reacGes envolvendo
atomos de oxigénio associados aos seus carbonos 2 e 3. Em meio fisioldgico, ele existe
primariamente como anion ascorbato (ROCHA, M. F. G., 2009; ROCHA, M. F.;
MANSUR; MANSUR, 2010).

Em sistemas in vitro, o &cido ascérbico é instavel e reduz outros radicais que possam
estar presentes, tais como hidroxil, alcoxil, peroxil, tocoferol, urato e ions ferro e cobre.
Sua oxidacgdo é praticamente instantanea e ele se torna um radical ascorbato com a perda
de um elétron. O &cido ascorbico pode sofrer diferentes reacdes in vitro, incluindo
(SIGMA-ALDRICH, [S.d.]):

e perda de outro elétron, de modo a formar desidroascorbato;

e ganho de outro elétron e um préton para regenerar o anion ascorbato;

e reacdo com outro radical para formar um composto estavel,

e dismutacdo, junto a outro radical ascorbato, para formar um anion ascorbato e

uma molécula desidroascorbato.

A Figura 3.13 ilustra a oxidacdo do &cido ascorbico em desidroascorbato.

HO =° ___ Ho_ —0 o
—_ + 2H + 2e

HO OH o// \\o

Figura 3.13 Oxidag&o do acido ascorbico em desidroascorbato.

3.6 Caracterizacdo de materiais e matrizes polimerica

As subsessbes seguintes tratam de técnicas de caracterizacdo Uteis para o estudo das



44

propriedades de hidrogéis destinados a utilizacdo em sistemas bioldgicos.

3.6.1 Titulacéo potenciomética

A titulacdo potenciométrica € um método pratico e direto para caracterizacdo da
quitosana e, embora apresente certas limitacdes (BALAZS; SIPOS, 2007), é um método
atil por exigir pouca infraestrutura. H4 uma série de formulagdes que conduzem ao
resultado final da titulacdo, que envolve quantificar os grupos amina protonados em
meio &cido através da titulacdo com uma base forte. A diferenca entre os volumes de
base gastos para neutralizar o excesso de &cido do meio e para neutralizar as aminas
protonadas das unidades desacetiladas da quitosana permite a determinacdo do GD do
material (TOLAIMATE et al., 2000).

Entre os métodos matematicos utilizados para determinacdo de GD, estd a titulacdo
linear. Esta extrapola a curva de titulacdo do excesso de acido do meio para tentar
eliminar erros causados pela precipitagdo da quitosana em pH> 6 (CZECHOWSKA-
BISKUP et al., 2012; JIANG; CHEN; ZHONG, 2003; TAN, S. C. et al., 1998). Existem
também férmulas que levam em conta o volume de base utilizado para neutralizar
apenas o excesso de acido do meio (COSTA-JUNIOR, E. DE S., 2008), e formulas que
levam em conta a diferenca entre 0s volumes de base utilizados para neutralizar excesso
de 4cido e grupos amina protonados da quitosana (COSTA-JUNIOR, E. DE S., 2008;
GUPTA, K. C.; JABRAIL, 2006; TOLAIMATE et al., 2000; TORRES, 2006).

A Tabela 3.3 resume algumas férmulas desenvolvidas/empregadas por diversos autores
para determinacdo do GD da quitosana por titulagdo potenciométrica.

Tabela 3.3: Formulas utilizadas por diversos autores para determinacédo do GD da
guitosana por titulacdo potenciométrica.

Autores que
Meétodo Férmulas Termos utilizaram o
método

Nb = concentracéo
da base em mol/L.

V1 = volume do (COSTA-

DD (%) imei de | JUNIOR, E. DE
| Cy x (V, — V) x 161 primeiro ponto de s -
— b 2 1 % 100 inflexdo. S., 2008;

w V,=volume do TORRES, 2006)

segundo ponto de
inflexao.
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W = massa da
amostra.

DD(%) = ( 203Q

— 1 X
1+42Q> 100

— Ca(VZ - Vl)

V1 = volume do
primeiro ponto de
inflexdo.
V,=volume do
segundo ponto de
inflexdo.

W = massa da
amostra.

(CZECHOWSK
A-BISKUP et al.,
2012; GUPTA,
K. C.; JABRAIL,
2006;
TOLAIMATE et
al., 2000)

DD (%) = x 100

d
w—161d
(P +d
_ (CaVy — CpVp)

d 1000

Cp= concentracao da
base em mol/L.
Ca.= concentracédo do
acido em mol/L.
V= volume da base
no fim da titulacéo
do excesso de acido.
V.= volume total de
acido adicionado.
W = massa da
amostra.

(COSTA-
JUNIOR, E. DE
S., 2008)

DD (%) = x 100

e
(W —161d
204

GV — G V)
e 1000

v = (250) (1] - foH )

Cp= concentracao da
base em mol/L.
Ca.= concentracédo do
acido em mol/L.
V é 0 volume de
base em um
determinado ponto
da titulacéo.
V= volume da base
obtido pela
extrapolacédo do
grafico de V em
funcéo de Y'em um
determinado
intervalo de pH.
V= volume total de
acido adicionado.
Vo= volume inicial
da solucdo de
quitosana
W = massa da
amostra.

(JIANG; CHEN;
ZHONG, 2003;
TAN, S.C. etal.,
1998)

No caso do método IV, titulacdo linear, pode-se adicionar um sal altamente dissociavel

para manutencdo da forca i6nica durante a titulacdo, de forma que se possa aplicar a
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Equacdo 3.3 para célculo da [H*] na titulacéo linear (INGMAN; STILL, 1966; JIANG;
CHEN; ZHONG, 2003):

[H'] = aj; x 10%08 (3.3)

sendo que a;j; tem o valor de 107PH,

Muitas vezes, a adicdo de KCI é feita para manter a forca idnica constante durante a

primeira titulacéo.
3.6.1.1 Espectroscopia no infravermelho

A regido do infravermelho (IR) no espectro eletromagnético engloba radiaces com
nGmeros de onda entre 12800cm™ e 10cm™, ou com comprimentos de onda de 0,78um a
1000um (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012). A energia proveniente da radiacio
nesse intervalo ndo é suficiente para romper ligagdes moleculares, sendo que ela
provoca uma alteracdo nos modos de vibracdo molecular com a absorcéo da energia
(REUSCH, 2013).

A excitacdo vibracional ocorre devido a variacdo periddica de dipolos elétricos na
molécula durante as vibragdes. A transferéncia de energia se da, entdo, por interacdo
desses dipolos oscilatérios com o campo elétrico oscilatério da radiacdo infravermelha,
a depender de sua frequéncia (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Ha dois modos de vibracdo primarios: estiramento e dobramento (REUSCH, 2013).
Uma vibracdo de estiramento é caracterizada por um movimento ao longo do eixo de
ligacdo com o aumento e a diminuicdo da distancia interplanar. VibragOes de
dobramento consistem em uma alteracdo do angulo de ligagdo entre os 4&tomos ou no
movimento de um grupo de 4&tomos em relacdo ao restante da molécula acompanhado
de uma mudanca de angulo de ligacdo. Modos de estiramento tém maior energia que 0s
modos de dobramento (REICHENBACHER; POPP, 2012). As frequéncias de
ressonancia de uma ligagcdo quimica estéo relacionadas com a forga de ligacéo e a massa
dos atomos das extremidades, de modo que cada frequéncia pode ser relacionada a um
tipo de ligacdo, fazendo com que o espectro resultante da absor¢do seja como uma
impressdo digital da molécula (REUSCH, 2013).
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A complexidade dos espectros de infravermelho nas regides entre 1450cm™ a 600cm™
faz com que se torne dificil separar todas as bandas de absorcdo no intervalo e, por
causa dos padrdes originais ali encontrados, a regido €, muitas vezes, chamada de regido
de impresséo digital. Bandas de absorgdo presentes no intervalo de 4000cm™ a 1450cm™
! sdo geralmente relativas a vibracdes de estiramento de unidades diatdmicas. Esse
intervalo é chamado, frequentemente, de regido de frequéncia de grupos (REUSCH,
2013).

Apenas espécies moleculares, que apresentem ao menos pequenas diferencas de energia
entre os varios estados vibracionais e rotacionais, absorvem radiag&o no IR. E essencial
que haja mudanca no momento dipolo para que a molécula absorva esse tipo de
radiacdo. A absorc¢do leva a uma mudanca na amplitude das movimentacfes da espécie
absorvedora (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

O espectro resultante da absor¢do IR segue algumas tendéncias gerais (REUSCH,
2013):

e Frequéncias de estiramento sdo mais fortes que as frequéncias de dobramento (é
mais facil dobrar uma ligacdo do que estica-la ou comprimi-la).

e LigagOes envolvendo hidrogénio tém maiores frequéncias de estiramento
guando comparadas a &tomos mais pesados.

e Ligacdes triplas ttm maiores frequéncias de estiramento que ligagfes duplas,
que, por sua vez, apresentam maiores frequéncias que as correspondentes

ligacGes simples (exceto para liga¢6es de hidrogénio).

A Figura 3.14 ilustra a tendéncia de comportamento vibracional de diferentes ligacdes
quando submetidas a radiacdo na regido do IR.
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Comprimento de onda %

A 4

C=N
O-H, N-H c—C
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Figura 3.14: Regibes do espectro infravermelho de varios tipos de bandas
vibracionais.
Fonte: (REUSCH, 2013).

Estiramento

Dobramento

Um espectro tipico de quitosana metacrilada apresenta picos caracteristicos em (LIEN;

KO; HUANG, 2009; MONIER et al., 2010; SARAIVA et al., 2015):

3277cm™, relativo a ligagdes O-H dos grupos amida.

1652cm™, relativo as ligagdes C=0 dos grupos amida I.
e 1538cm™, associado a ligacées N-H de grupos amida 1.
e 1062cm™, associado a ligagbes C-O.

1620-1660cm™, associado & ligacdo C=C.

Em relacdo a gelatina, os picos caracteristicos para o material ndo modificado se
localizam em (BILLIET et al., 2013; PENG; MARTINEAU; SHEK, 2008; SARAIVA

etal., 2015; SAREM et al., 2013):

e ~3280cm™, relativo & Amida A (vibracdo de estiramento da ligacdo N-H).

e ~1630cm™, relativo ao grupo Amida | (estiramento da ligagdo C=0).

e ~1547cm™, relativo & Amida Il (dobramento da ligacdo N-H e estiramento da

ligacdo C-H).

e ~1240cm™, relativo & Amida Il (estiramento da ligagdo C-N em fase com

dobramento da ligagéo N-H).

A incorporacédo do grupo funcional gerando metacrilamida é caracterizada pela presenga
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de picos de absorc¢do tipicos de grupo vinil (vibragdo de estiramento da ligacdo C=C)
em 1680-1629cm™. No entanto, esses picos podem se localizar na mesma regido de
picos relativo a amida | (ligacdo C=0). No caso de substituicdo de grupos amina
primaria por grupos acrilamida ou metacrilamida, como no da funcionalizagdo da
gelatina com anidridos acrilico e metacrilico, a presenca de ligagdo C=C pode ser
detectada pela ampliacdo do sinal relativo aos picos de amida I, Il e 1l atribuida a

vibracéo de ligacOes amida acopladas a dos grupos C=C (BILLIET et al., 2013).

A Figura 3.15 apresenta o espectro no infravermelho destacando a presenca de grupos
amida I, Il, Il e A para gelatina pura, funcionalizada com anidrido metacrilico e
funcionalizada com anidrido acrilico. Como mencionado, o0 aumento da intensidade dos
picos de amida I, 11 e 11l pode ser relacionado com a presenca de grupos vinil (ligacao
C=C) dos grupos funcionais adicionados, que apresentam frequéncia de vibracdo nessas
mesmas regides, quando expostos a radiacdo IR (BILLIET et al., 2013).

_________

v Amida A

_—=

__________ 1
|

Gelatina nao modificada
Moditicada com amdrido metacrilico
— — — Modificada com amdndo aciilico

___________

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Figura 3.15: Espectro no infravermelho destacando a presenca de grupos amida I,
I, 111 e A para gelatina pura, funcionalizada com anidrido metacrilico e

funcionalizada com anidrido acrilico.
Fonte: (BILLIET et al., 2013).

A amida A origina-se de uma ressonancia entre vibracGes de estiramento da amida Il e

da ligacdo N-H pura (perto de 95% de contribuicdo), dependendo mais da forca de



50

ligacdo de hidrogénio do que da conformacéo da cadeia polimérica (JABS, 2013).

Considerando que mudancas em ligagdes moleculares e adicdo de novos grupos a
moléculas geram uma alteracdo do espectro infravermelho, é possivel que se detecte,
pela técnica, adi¢bes de grupos funcionais e mudancas de ligagfes quimicas em cadeias
poliméricas. A caracterizacdo da composicdo quimica dos hidrogéis pode entdo ser
realizada por IR, comparando-se 0s espectros obtidos antes e ap6s a funcionalizacao dos
polimeros, e antes e ap6s a reacdo de reticulacio (COSTA-JUNIOR et al., 2009;
MANSUR et al., 2008).

3.6.1.2 Espectroscopia UV-vis

A regido correspondente ao espectro visivel compreende energias de fétons que variam
de 36 a 72 kcal.mol™; a regi&o préxima ao ultravioleta, com comprimentos de onda de
até 200nm, estende essa faixa de energia até 143kcal.mol™® (REUSCH, 2013). Essas
energias sdo suficientes para promover ou excitar um elétron para uma orbital molecular
de energia mais elevada. Consequentemente, a espectroscopia de absor¢édo realizada
nessa regido pode também ser chamada de "espectroscopia eletrnica” (REUSCH,
2013).

Na espectroscopia UV-Vis, quando as moléculas da amostra sdo expostas a luz com
uma energia que corresponda a uma possivel transicdo eletrdnica, uma parte da energia
da luz é absorvida e um elétron é promovido para um orbital de energia mais elevada.
Um espectrémetro Optico registra os comprimentos de onda em que ocorre a absor¢éo,
juntamente com o grau de absor¢do em cada comprimento de onda. Como séo diversas
as possibilidades de transi¢Ges eletronicas quando um material € exposto a radiacdo
UV-vis, cada transicdo eletrbnica consiste em um vasto nimero de linhas tdo pouco
espacadas que o espectrdmetro ndo e capaz de resolver. O instrumento traga, entdo, uma
curva que envolve as transicbes como um todo, gerando um espectro de transi¢des
combinadas que consiste basicamente em uma banda mais ampla centrada proxima ao
comprimento de onda em que h& maior transi¢do (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

A Figura 3.16, item a), ilustra as principais transicdes envolvendo alguns tipos de
substancias e a tendéncia energética de acordo com o tipo de transi¢cdo. A substituicdo

de hidrogénios em uma estrutura cromofora, por exemplo, muda a posi¢do e a
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intensidade de bandas obtidas por espectroscopia UV-Vis. O grupo substituto ndo
necessariamente da origem a absorcdo de radiacdo na regido analisada, mas sua
presenca pode alterar a absorcdo do cromoforo principal (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001). A adicdo de duplas ligacGes a estrutura, formando conjugacéo, por exemplo, gera
uma reducdo no espagamento entre niveis energéticos. Como resultado, a energia
necessaria para que ocorra uma transicdo € reduzida e, consequentemente, 0
comprimento de onda no qual o material absorve radiacdo é deslocado no sentido de
menor energia. Esse efeito € ilustrado na Figura 3.16, item b). Mudancas nas bandas de
absorcdo do material podem, portanto, ser utilizadas como indicativo da ocorréncia de

reacOes quimicas no material.

&

o—ac* em alcanos
o—m* em compostos carbonilicos

n—m* em alquenos, compostos carbonilicos, compostos azo. etc.

Aumento de energia

a) n—c* em oxigenio, nitrogénio, enxofre e compostos halogénios
n— 7* em compostos carbonilicos
LUMO *

N : LUMO — — *

b) AE nfo conjugado ‘
- AE conjugado
HOMO —L®  HOMO _ | 4
HC
H,C=0 E—
- _\=O

Figura 3.16: Principais transi¢fes envolvendo alguns tipos de substancias com
indicacdo da tendéncia energética de acordo com o tipo de transicéo, a), e o efeito
da conjugacéo na energia de transicoes eletronicas, b).

Como a absorbancia de uma amostra serd proporcional ao nimero de moléculas
absorventes no feixe de luz espectrémetro (por exemplo, a sua concentra¢cdo molar no
tubo de ensaio), é necessario corrigir esse valor e outros aspectos operacionais para que
diferentes solu¢Bes possam ser comparadas em relagdo a absorbancia. O valor de
absorcdo corrigido é a absortividade molar/coeficiente de absor¢do molar (ja
mencionado na secdo relativa a fotofisica e fotoquimica de reticulacdo), e é
particularmente Gtil para que sejam comparados espectros de solucdes diferentes e para
determinar a eficiéncia dos cromoforos existentes na amostra em absorver o feixe
luminoso (REUSCH, [S.d.]).
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Na espectroscopia UV-Vis, pode-se determinar absortividade molar como na Equagao
3.4:

e=4/, (3.4)

em que A é absorbancia, ¢ é a concentracdo [mol.L™*] e L o caminho ético [cm]. Para
uma mesma espessura do absorvedor (caminho Gtico), quanto maior o valor de &€ maior
a sensibilidade do método. A absortividade molar (¢) depende da substancia, do
comprimento de onda utilizado, da temperatura e do solvente (OREFICE; PEREIRA;
MANSUR, 2012).

A relacdo entre a luz incidente, luz absorvida, concentracdo e caminho 6tico pode ser

feita pela equacdo de Beer-Lambert (Equacédo 3.5):
Logi, I"/I =A==¢clL (3.5)

sendo ¢ absortividade molar [L.mol™.cm ™], L o caminho ético [cm] e ¢ a concentracéo
[mol.L;

3.6.1.3 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento (ID) do hidrogel é uma propriedade importante devido a
relacdo que ele tem com a capacidade de mimetizar o meio extracelular e atuar na
drenagem de exsudados durante a cicatrizacdo e recuperacao tecidual, assim como em
outros processos envolvendo difusdo. A propriedade pode ser mensurada por meio da
pesagem do material antes e ap6s a imersdo em um volume pré-determinado de uma
solucdo de interesse, a uma temperatura definida, em diferentes intervalos de tempos,
como indicado na Equacdo 3.6 (EBARA et al., 2014; LIEN; KO; HUANG, 2009;
MANSUR, H. S. et al., 2008):

GI(%) =

Mni=Mns 100 (3.6)
M

hs

sendo M;a massa do polimero seco e My; a massa do polimero intumescido.

Em matrizes tridimensionais porosas, 0 aumento de volume é mais complexo do que

somente a mudancga na massa pela presenca de liquido no interior do material mas, neste
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trabalho, a absor¢do de liquido serd4 considerada como parametro para medidas de

intumescimento.

3.6.1.4 Microscopia eletronica de varredura: caracterizacdo morfoldgica da

arquitetura do hidrogel

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) possibilita a visualizacdo da amostra em
trés dimensdes. Ela se baseia na interacdo de um feixe de elétrons gerado por efeito
termoidnico- que é acelerado devido a diferenca de potencial- com a superficie da
amostra. E essencial, portanto, que a amostra ndo seja transparente aos elétrons. O feixe
de elétrons é colimado por meio de uma coluna termoidnica e conduzido até a amostra.
Na regido da analise, os sinais emitidos como resposta a incisdo do feixe priméario
(elétrons secundarios, retroespalhados, raios X caracteristicos) sdo captados e
amplificados para o tratamento de dados e formacédo da imagem. A medida que o feixe
varre a area em analise, uma imagem virtual se forma ponto a ponto (OREFICE;
PEREIRA; MANSUR, 2012).

A preparacdo da amostra € uma etapa crucial da caracterizacdo. A amostra deve estar
livre de umidade, ser estavel em alto vacuo e, no caso de materiais ndo condutores,
como é o de matrizes poliméricas e materiais biolégicos, deve-se aplicar um fino
recobrimento, comumente de ouro. Para preservacdo da integridade de amostras mais
sensiveis, devem-se evitar tensbes de aceleracdo muito elevadas. Informacdes sobre
arquitetura da amostra, como tamanho, distribuicéo e interconectividade (qualitativa) de
poros podem ser obtidas por meio de MEV, com variacdo de ampliacdo de 100 x a
1000x e de aceleracio de 8kV a 20kV (COSTA-JUNIOR, E. S. et al., 2009;
KATHURIA et al., 2009; NAGAHAMA et al., 2009; WEN et al., 2010; WU et al.,
2010; ZHU, C. et al., 2009).

A avaliacdo do processo de producdo de matrizes tridimensionais destinadas a
engenharia de tecidos deve incluir um estudo detalhado das caracteristicas morfoldgicas
do produto final. Essas caracteristicas incluem porosidade, tamanho dos poros, relagéo
entre area superficial e volume, interconectividade, anisotropia (LIN et al., 2003). A
MEV permite medicdes diretas do tamanho do poro e da espessura de paredes de

matrizes tridimensionais porosas. Uma estimativa visual da interconectividade, da area
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da secdo transversal e da anisotropia também pode ser feita por essa técnica. Para
determinacdo de diametro médio e distribuicdo de poros, pode-se realizar a varredura
em diferentes areas da amostra e analisa-las com auxilio de um software de analise de
imagens (KATHURIA et al., 2009). No entanto, para examinar o interior de uma matriz
tridimensional, é necessario seccionéd-la, o que pode introduzir defeitos em sua
arquitetura (HO; HUTMACHER, 2006). A Figura 3.17 ilustra imagens obtidas por
MEV de membranas de quitosana com porosidade induzida por adi¢do de particulas de
silica em diferentes propor¢des. Essa ilustracdo tem, neste trabalho, o objetivo de
mostrar a importancia desse tipo de microscopia na caracterizacdo de matrizes com

estrutura tridimensional porosa e a necessidade de seccionar a amostra para visualizagdo

de sua estrutura interna.
Superficie Secc¢do transversal

Figura 3.17: Vistas superior e da sec¢do transvesal de membranas com diferentes
graus de inducéo de porosidade. Imagens obtidas por MEV.
Fonte: (MEl et al., 2012)
Em estudos envolvendo semeadura de células, a morfologia, distribuicdo e proliferacdo
celulares podem ser analisadas por MEV, fornecendo assim informagdes sobre a
biocompatibilidade e bioatividade do material (DUMONT et al., 2016; MANSUR, H.
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S. et al., 2009). Um exemplo de andlise de adeséo e proliferacdo celular por MEV pode

ser observado na Figura 3.18.

QLD Crescimento e |
proliferagéo |

v
celular 7

lecencacascsscscancndgassssscasscnessssscssasassnansscsssencasnaasnascas I

espalhamento
celular

Figura 3.18: Aderéncia e espalhamento de células VERO semeadas em matrizes de
quitosana e PVA para o ensaio de biocompatibilidade. (A) Desenhos animados do
processo de interagéo celular: adeséo, propagacéo, proliferacéo; (B), (C) e (D):
imagens de MEV que ilustram a morfologia tipica de células semeadas em blendas
de quitosana, PVA e glutaraldeido.

Fonte: (MANSUR, H. S. et al., 2009).

3.6.15 p-CT

Em engenharia de tecido, baseada em estruturas tridimensionais, as caracteristicas da
arquitetura sdo estudadas apoOs seu projeto e fabricacdo. Entre essas caracteristicas,
pode-se citar porosidade, tamanho de poro, razdo entre area e volume,
interconectividade entre poros, anisotropia, espessura de parede, entre outras. Varias
técnicas podem ser utilizadas para avalia-las, entre elas MEV, fluxo e porosimetria de
mercario, picnometria de gas e adsorcdo de gases. Apenas recentemente se tém
empregado microtomografia computadorizada (u-CT) no estudo de matrizes
tridimensionais (HO; HUTMACHER, 2006; JONES et al., 2009; MALAFAYA; REIS,
2009; TUAN; HUTMACHER, 2005). A p-CT utiliza a mesma técnica da tomografia
hospitalar, porém em pequena escala e com aumento exponencial da resolugdo
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(BRUKER, 2016). Trata-se de uma técnica de imagem de transmissdo de raios-X, em
que estes, emitidos por um gerador, viajam atraves de uma amostra e sdo registrados por
um detector no outro lado para produzir a radiografia (conhecida como imagem de
projecdo). A amostra é, entdo, rotacionada por uma fragdo de grau, e outra imagem de
projecdo é tomada na nova posi¢do. Esse procedimento é iterado até que a amostra
tenha girado 180° ou 360° produzindo uma serie de imagens de projecdo (HO;
HUTMACHER, 2006; MICRO PHOTONICS INC., 2016).

O processo de obtencédo de imagens por u-CT pode ser dividido basicamente em quatro
(HO; HUTMACHER, 2006; MICRO PHOTONICS INC., 2016):

Gerar raios-X;

T @

Transmitir raios-X através da amostra;

o

Girar a amostra para adquirir uma série de imagens de projecéo;

d. Reconstruir as imagens de projecdo em fatias virtuais.

O processo de computacdo da informacdo estrutural interna, a partir das imagens de
projecdo, é conhecido como reconstrucao. Esse procedimento resulta em uma pilha de
imagens de reconstrucdo (também referidas como "imagens de corte transversal” ou
"fatias"). Essas imagens podem ser usadas para visualizar as caracteristicas internas,
auxiliando na anélise do material estudado (MICRO PHOTONICS INC., 2016).

Matrizes com estruturas interiores complexas sdo passiveis de serem analisadas usando
M-CT, isso porque qualquer localizacdo espacial da arquitetura do material pode ser
digitalmente isolada pela técnica. Isso é crucial para matrizes com heterogeneidades
geométricas. Caracteristicas como volume e area de superficie também sdo mensuraveis
pela técnica. Como a u-CT emprega raios-X penetrantes, os poros fechados também sao
visualizados, permitindo assim o calculo da proporcdo entre porosidades aberta e
fechada. A possibilidade de vizualizagdo e ampliacdo de qualquer parte da matriz
permite ndo apenas a observacdo da forma e a medicdo do tamanho de poros, assim
como a determinacdo das espessuras de parede. A flexibilidade da analise de p-CT
permite a avaliacdo de matrizes das mais diversas composicdes e geometrias (HO;
HUTMACHER, 2006).
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Através de MEV, podem ser medidos os tamanhos dos poros e a espessura de parede
das matrizes, mas essa técnica sO oferece informac6es qualitativas sobre a porosidade e
a interconectividade (HO; HUTMACHER, 2006). A deteccdo e medicdo da
interconectividade entres os poros se fazem necessérias, uma vez que uma matriz, ainda
que altamente porosa, pode apresentar poros néo interligados, diminuindo, assim, a
eficiéncia de difusdo de nutrientes e outros componentes do sistema biologico (HO;
HUTMACHER, 2006).

Por p-CT, medindo-se os volumes total de poros e de porosidade aberta, a
interconectividade é obtida pela Equacdo 3.7 (F. WANG, L. SHOR, A. DARLING, S.
KHALIL, W. SUN, S. GUCERI, 2003).

Volume de poros abertos

Interconectividade = (3.7)

Volume de poros fechados+ Volume de poros abertos

Por meio de u-CT, é possivel que se avalie outras caracteristicas importantes de
matrizes, tal qual a distribuicdo de fases. Uma vez que a técnica utliza um feixe de
raios-X para determinar a arquitetura da amostra, e que o coeficiente de atenuacdo de
uma fase ao longo do feixe de raios-X € dependente da composicdo local -
principalmente da densidade e do nimero atbmico- imagens de u-CT permitem obter a
distribuicdo das fases ao longo do material escaneado (DUMONT et al., 2016).

3.6.1.6 Viabilidade celular/citotoxidade in vitro- Ensaio MTT

Os testes de citotoxicidade que usam culturas de células sdo aceitos como primeiro
passo na identificacdo de compostos ativos e/ou como testes de bioseguranca
(OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012). A norma ISO 10993-5:2009 (Biological
evaluation of medical devices: Tests for in vitro cytotoxicity) estipula as condigdes para
a realizacdo dos ensaios e, segundo 0 Orgdo responsavel pela sua elaboragéo, apenas
depois de comprovada a ndo toxicidade de um material por testes in vitro € que o estudo

da biocompatibilidade do produto pode ser conduzido em animais de laboratdrio.

A citotoxicidade pode ser avaliada por dois métodos, designados "por extrato™ e "por
contato direto™ de amostra. Ambos 0s métodos sdo equivalentes e globalmente aceitos

para a avaliacdo da citotoxicidade de materiais para aplicagdes biomédicas. A escolha
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esta essencialmente associada a estabilidade da amostra no meio do ensaio (DUMONT
etal., 2016).

Em relacdo aos ensaios disponiveis, ha uma série de técnicas diferentes cuja escolha
dependera dos objetivos do estudo e da conveniéncia na realizacdo. Técnicas tais quais
avaliacdo de secrecdo de oxido nitrico por macréfagos ativados com citocina interferon
gama (IFN-y) e lipopolissacarideo (LPS) sdo frequentemente utilizadas para verificagdo
da viabilidade celular e biocompatibilidade de materiais destinados a aplicacéo
biomédica (MANSUR, H. S. et al., 2009). Outros ensaios, como o de liberacdo da
Lactato Desidrogenase (LDH) e o de incorporacdo de vermelho neutro, também sao
amplamente utilizados para avaliacdo da citotoxidade de mateiriais. O LDH é baseado
na medicdo da atividade de lactato desidrogenase, que € uma enzima citosélica, no meio
extracelular. O ensaio consiste em retirar o sobrenadante das células e medir a atividade
da enzima liberada oferecendo seu substrato. A perda de LDH intracelular e a sua
liberacdo para o meio de cultura sdo um indicadores de morte celular irreversivel devido
a danos na membrana celular (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). O ensaio de
incorporacdo de vermelho neutro € também utilizado para analisar a viabilidade celular.
Nele, as células vivas absorverm o corante vermelho neutro, que é concentrado dentro
dos lisossomas. A quantidade de corante incorporado pode ser medida, apds extracao,
por sua absorbancia a 540nm. (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

O ensaio MTT é um método simples e eficaz capaz de detectar células vivas em
crescimento. O método se baseia na conversdo de um reagente, o sal de 3-(4,5-
dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazélio) - MTT, de coloragdo inicialmente
amarela e soltvel em &gua, num produto azul-escuro, o formazan, insolivel em agua. A
conversdo é realizada por enzimas desidrogenages localizadas nas mitocondrias de
células viaveis (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012). Ao ser metabolizado pelas
celulas, o MTT tem seus derivados acumulados na forma de cristais de tetrazdlio e
formazana que podem ser quantificados com auxilio de um espectrofotometro. A
depender da contagem, pode-se ter uma ideia da viabilidade celular, medida em
porcentagem. Quanto maior a leitura, maior a viabilidade celular (COSTA-JUNIOR,
2008). Para o teste, podem ser utilizadas células do sangue periférico humano, células

obtidas do baco de camundongos ou linhagens celulares pré-estabelecidas (OREFICE;



PEREIRA; MANSUR, 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Etapas do Procedimento Experimental

As etapas gque constituem o procedimento experimental sdo expostas de forma resumida
no diagrama ilustrado na Figura 4.1 em que 'ChMA' representa quitosana funcionalizada
com anidrido metacrilico, 'Gel' representa gelatina e FTIR representa Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier.

Quitosana Gelatina

v v

i Solugdes de Ch, e Gel 1:0, 0:1
FTIR, UV-Vis _
¢ el:l
/ Funcionalizacdo de
: FTIR, UV-VIs
quitosana com AM

y

Gelacdo fisica

FTIR; UV-Vis
1
y Produgdo de
Solucdes de ChMA e Gel com filmes e
FI na proporcéo 1:0 e 2:1 matrizes
¢ UV-Vis; FITR;

Fotorreticulacdo

:

Producéo de
filmes e
matrizes

.

UV-Vis; FITR;
Intumescimento; u-CT; MEV;

\ MTT

Figura 4.1 Fluxograma de procedimento experimental.

Intumescimento; u-CT; MEV
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4.2 Materiais

Quitosana de alta massa molecular (GD>75%, lote 10305DD Sigma-Aldrich); Gelatina
tipo A ("bloom ou forca de gelificacdo™ ~300, Sigma-Aldrich G1890, lote
SLBQ2365V); Irgacure 2959 (Sigma-Aldrich); Acido cloridrico (HCI, 37%, Synth),
Hidroxido de s6dio (NaOH 99% microperolada, Synth), Cloreto de potéssio (KCI 99-
100%, Synth); Acido acético glacial PA-ACS (Synth A1019.01.BJ); Anidrido
Metacrilico (94% MM 154,16g/mol, Sigma-Aldrich); Agua DI 18mQcm™; Agua
destilada; Membrana para dialise (Sigma-Aldriquitosana 23-14kDa); Células de
linhagem de rim de embrido humano, HEK293 T, (gentilmente cedidas pela Profa. M.F
Leite, Departamento de Fisiologia e Biofisica - UFMG); 'Dulbecco’s modified eagle
medium’ (DMEM), soro fetal bovino (SFB), sulfato de estreotomicina, penicilina G
sodica, anfotericina-b e tampdo fosfato-salino (PBS), (fornecidos pela Gibco BRL, NY,
EUA); Reagente MTT (Sigma-Aldrich, MO, EUA).

4.3 Meétodos

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho

Todos os espectros de FTIR, presentes neste trabalho, foram obtidos pelo modo ATR
(reflexdo total atenuada), na faixa de nimero de onda de 4000cm™ a 650cm™, durante
32 varreduras, com resolucdo de 4cm™ (FTIR Nicolet 6700 - Thermo Fischer).

4.3.2 Determinacdo do grau de desacetilacéo

4.3.2.1 Célculo de GD por titulacdo potenciométrica

4.3.2.1.1 Sem ajuste de forga idnica

Dissolveu-se 0,29 de quitosana em 20mL de HCI 0,1M, diluiu-se em mais 10mL de
agua destilada e, com adi¢do gradual de NaOH 0,01M, elevou-se o pH até 2. A partir de
pH 2 iniciou-se a titulacdo da solu¢gdo com NaOH 0,01M (TAN, S. C. et al., 1998).

Em todos os casos, as titulagbes foram realizadas até um pH maior que 9,

consideravelmente acima do pKa (~6,5) das aminas primarias presentes na quitosana.
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4.3.2.1.2 Com ajuste de forga idnica

Dissolveu-se 0,209 de quitosana em 30mL de HCI 0,1M e completou-se o volume para
100mL com agua destilada e adicionou-se, entdo, uma quantidade de KCI para ajustar a
forca ibnica para 0,1. Utilizou-se, como titulante inicial, NaOH 0,1M contendo 0,1M de
KCI. Sob agitacdo constante, adicionou-se o titulante até que o pH atingisse 2. Em
seguida, adicionou-se NaOH 0,1M, gota a gota, parando de 0,5 em 0,5mL para registro
de pH. A titulacéo foi interrompida quando o pH chegou a 6 (JIANG; CHEN; ZHONG,
2003).

4.3.2.1.3 Tratamento dos dados obtidos nas titulagcdes

Os resultados obtidos nas titulacdes foram aplicados a todas as formulas indicadas na
Tabela 3.3 para comparacdo dos valores e determinacdo do melhor método, em um
momento posterior, por meio da comparagdo com resultados de outras técnicas de
determinacdo do GD da quitosana. Para cada titulacdo, foi plotada uma curva tipica de
pH em funcdo do volume de titulante (NaOH) adicionado. Para cada curva, foi
calculada a curva derivada de forma a explicitar os valores dos pontos de inflexdo (Vi e
V5, respectivamente), que representam os volumes de base utilizados para neutralizar o
excesso de acido e para desprotonar 0s grupos amina das cadeias de quitosana. No caso
das titulacdo lineares (método IV da Tabela 3.3), os intervalos de pH 2-3, 2-6 e 2,5-5,8
foram considerados para a regressao linear a fim de se o obter o valor de V.. O intervalo
de pH 2,5-5,8 € indicado por se mostrar confidvel para realizacdo de titulagdo de
amostras de até 0,23g de quitosana, independentemente do seu grau de desacetilacdo
(JIANG; CHEN; ZHONG, 2003).

4.3.2.2 Célculo de GD por espectroscopia no infravermelho

Para determinacdo do grau de desacetilacdo, foram escolhidas como referéncia as
bandas localizadas em 1420cm™ (deformacéo simétrica da ligacdo C-H), 1030cm™ e
1070cm™ (estiramento da ligacdo C-OH), visto que elas apresentam maiores vantagens
para o grau de desacetilacdo tedrico determinado pelo fornecedor (maior que 75% de
desacetilacdo) (KASAAI, 2008). Como picos de prova, foram escolhidos aqueles
centrados em 1550cm™ (Ligacdo N-H de NH,) e 1640cm™ (grupo acetil, -C=0). Para a
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~ 1640 1640 . . ~ . .y, .
relacao To30 € To70" obtém-se o grau de acetilacdo (GA) do material, j& que o pico de

prova é relativo a grupos acetil. O GD deve, pois, ser calculado como na equacédo 4.1.

GD=1-GA (4.1)

4.3.2.3 Célculo de GD por Ressonancia nuclear magnética (RNM)

Para determinacdo do grau de funcionalizacdo por RNM, as amostras foram preparadas,
solubilizando 20 mg de cada material em 1,4 mL de DO, acidificada com HCI. Os
espectros de RMN de H 1 da quitosana foram adquiridos em Espectrémetro de RMN
Bruker AVANCEIII nanobay 400, de 400 MHz, utilizando uma sonda Dual. Para cada
analise foram utilizados 64 scans e o0s espectros foram analisados pelo programa
TopSpin 3.1. O grau de desacetilacdo foi determinado a partir do artigo Lavertu, et.al.
2003, Equacéo 4.2 (LAVERTU et al., 2003):

1hac
1-|22|x100) = %GD (4.2)
2-H6

6

4.3.3 Modificacdo da matéria-prima - Sintese de quitosana metacrilamida (ChMA)

Dissolveu-se quitosana (3% m/v) em acido acético (2% v/v) sob agitacdo por 24h.
Dissolvida a quitosana, adicionou-se anidrido metacrilico, AM, (0,69 para cada 1g de
quitosana) a uma taxa de 0,5mL.min™ e deixou-se que a solugdo reagisse por 4h. Apds
completado o tempo de reacdo, a solucdo foi submetida a didlise (membrana de 12 a 14
kDa) por 5 dias, com troca de agua destilada 2x ao dia. Ao fim da diélise, congelou-se o
material (-4°C por 24h em congelador domestico), para posterior liofilizagdo (72h, a
temperatura de -50°C e pressdo de 300upbar - ModulyoD, Thermo Electron

Corportation). A Figura 4.2 ilustra o processo de funcionalizagdo da quitosana.
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Quitosana 3% m/v AM 056'5-’ p/1gde
\ \qmtosana
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Acido 24h 4h Sdias
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24h
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[ ]

Figura 4.2: Esquema ilustrativo da funcionalizacdo da quitosana com AM.

A determinacdo da quantidade de anidrido metacrilico adicionada foi baseada na
quantidade de grupos amina primaria presentes nas cadeias de quitosana, ou seja, na
por¢do de meros glucosamina determinada pelo grau de desacetilacdo da quitosana, e no
titulo do anidrido metacrilico utilizado.

4.3.3.1 Analise da efetividade da reacéo

Para verificacdo da funcionalizacdo, foram calculadas as &reas relativas aos picos de

. n . - A
interesse (prova e referéncia) e comparou-se a razéo R

TeAreferéncia

T€Aaprova

para a quitosana nao

modificada e funcionalizada.

A efetividade da reacdo de funcionalizacdo foi analisada por espectroscopias no
infravermelho e UV-Vis. Para as andlises, foram utilizados filmes dos materiais

variando de 0,05 a 0,19mm de espessura para ChMA e Gel ChMA, respectivamente.

Para melhor avaliacdo da efetividade da reacdo e obtencdo de resultados
semiquantitativos, uma ferramenta atil é a relacdo entre as magnitudes de picos de
prova e referéncia (ROCHA, M. F.; MANSUR; MANSUR, 2010). No caso da
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verificacdo da funcionalizagdo de quitosana, tomou-se, como pico de prova, aquele
centrado em 1550cm™, relativo & ligagdo N-H, e, como referéncia, o pico centrado em
897cm™, relativo ao estiramento da ligagdo C-O, pouco afetado pela funcionalizagéo da

matéria-prima.

Os espectros de UV-Vis foram obtidos por meio do equipamento Perkin-Elmer
(Lambda EZ-210, Waltham, MA, USA), através da medida de absorbancia abrangendo
uma faixa de comprimentos de onda de 600nm a 190nm. Utilizou-se o aparato para
encaixe de filmes para fixacdo das amostras. Para verificacdo da funcionalizacéo,
identificaram-se as transicOes presentes e avaliou-se o deslocamento da curva de

absorcéo do espectro UV-vis para quitosana ndo modificada e funcionalizada.

4.3.3.2 Estimativa do grau de funcionalizacéo da quitosana

Para estimar a extensdo da funcionaliza¢do da quitosana na sua reacdo com AM, foram

utilizados, como métodos, titulacdo potenciométrica e espectroscopia no infravermelho.

4.3.3.2.1 Estimativa do grau de funcionalizacdo da quitosana por titulacdo
potenciométrica

O procedimento realizado na titulacdo potenciométrica de ChMA foi simular ao
realizado para o célculo de GD da quitosana. Dissolveu-se 0,2g de ChMA em 30mL de
HCI 0,1M e, em seguida, completou-se 0 volume para 100mL com agua destilada.
Homogeneizada a solucédo, houve adicdo gradual de NaOH 0,1M até que se atingisse pH

2. A partir de pH 2, iniciou-se a titulacdo da solu¢do com NaOH 0,1M.

Para cada titulacdo, foi plotada uma curva tipica de pH em funcdo do volume do
titulante (NaOH) adicionado. Para cada curva, foi calculada a curva derivada a fim de
explicitar os valores dos pontos de inflexdo que representam os volumes de base
utilizados para neutralizar o excesso de acido e para desprotonar 0s grupos amina das
cadeias de quitosana (V1 e V,, respectivamente). Os resultados obtidos nas titulagdes
foram aplicados a Equacdo | da Tabela 3.3 para determinacdo da porcdo de meros

glucosamina presentes nas cadeias de ChMA.

Calculando-se a diferenca entre a propor¢do de meros glucosamina, presentes na

quitosana original, e a proporcdo de meros glucosamina, presentes na quitosana



66

funcionalizada, chega-se a um valor estimado para o grau de funcionalizagcdo (GF). A
relacdo é valida uma vez que o sitio de reacdo de funcionalizacdo da quitosana é restrito
aos meros glucosamina. Entre todas as equacdes explicitadas na Tabela 3.3, a Equacéo |
foi escolhida para determinacdo do GF, uma vez que ela s6 leva em conta a massa molar
dos meros de glucosamina para o célculo da porcdo desses grupos na cadeia de

quitosana.

4.3.3.2.2 Estimativa do grau de funcionaliza¢do por espectroscopia no infravermelho

O calculo do grau de funcionalizacdo da quitosana por FTIR foi feito de forma
semelhante aquela usada para o calculo do grau de desacetilacdo para esse
polissacarideo. Para tal, razbes entre picos de prova e de referéncia foram calculadas
para estimar a proporcdo de grupos laterais amina presentes na ChMA. O caélculo para o
GF foi baseado na diferenca obtida entre a proporcdo de grupos amina presentes na
quitosana original e na funcionalizada. Como pico de prova, foi selecionado o pico
centrado em 1550cm™, relativo & ligagdo N-H, e, como referéncia, o pico centrado em
1070cm™, relativo & ligacdo C-OH. O pico centrado em aproximadamente 1640cm™,
relativo aos grupos acetil na quitosana original e utilizado como pico de referéncia para
o célculo de GD da quitosana neste trabalho, ndo foi utilizado para o calculo de GF,
uma vez que a ligacdo C=C, presente na ChMA, vibra com frequéncias simulares. As
intensidades e areas referentes aos picos utilizados como prova e referéncia foram
calculadas por dois métodos diferentes: integracdo automatica pela ferramenta de
analises de picos pelo aplicativo Origin®, e pela deconvolugdo dos picos, que foram

selecionados manualmente.

4.3.3.2.3 Estimativa do grau de funcionalizacdo por Ressonancia nuclear magnética

Os espectros RMN foram adquiridos em Espectrometro de RMN Bruker AVANCEIII
nanobay 400, de 400 MHz, utilizando uma sonda Dual. Para cada andlise foram
utilizados 64 scans e os espectros foram analisados pelo programa TopSpin 3.1. Os
hidrogénios foram identificados e o grau de funcionalizacdo (grau de metacrilagdo-
DM) foi determinado a partir da integral dos sinais dos hidrogénios de interesse pela
Equacdo 4.3 (SARAIVA et al., 2015).
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Areas das integrais dos hidrogénios H2—H6

DM(%) =

(4.3)

Area da integral dos hidrogénios metilénicos

4.3.4 Producéo de hidrogéis de ChMA e GelChMA

Para producdo dos hidrogéis de ChMA, dissolveu-se ChMA em agua DI de forma a se
obter uma solucdo 2% m/v. Dissolvida ChMA, adicionou-se o FI, Irgacure 2959 (0,2%
m/v), sob agitacdo, até que houvesse homogeneizacdo da solucdo (aproximadamente
1h). Verteu-se, em seguida, a solugdo no recipiente dedicado a formacgdo dos filmes
(ImL em discos pléasticos) ou matrizes (1,5mL em Eppendorfs). Os recipientes contendo
volume adequado de hidrogel foram, entdo, expostos a radiacdo UV dentro de uma
camara adequada (4,78mW.cm™2, 254nm, BOIT-LUBO1, Boitton) por 1, 5, 10 e
30min. Ao término da exposicdo, adicionou-se 1mL de solucéo de &cido ascorbico (1%
m/v). No caso dos filmes, estes foram deixados em estufa por 24h, a 40°C, para
evaporacdo do solvente. A fim de desenvolver uma estrutura tridimensional no interior
das soluc@es reticuladas destinadas a producdo das matrizes, essas foram mantidas a -
4°+2C por 24h em congelador doméstico e, posteriormente, submetidas a liofilizacao.
As solucdes congeladas foram liofilizadas por 24h, a temperatura de -50+£2°C e pressao
de 300£50pbar (ModulyoD, Thermo Electron Corportation). As condicGes de operagédo
do liofilizador s&o constantes, ndo podendo ser alteradas pelo operador.

No caso dos hidrogéis de GelChMA, dissolveu-se gelatina (20% m/v) em agua DI, a
50°C, sob agitacdo por 60min. Adicionou-se, em sequéncia, a gelatina a solucdo de
ChMA (2% m/v) na proporcédo 2:1 v/iv ChMA:Gel e homogeneizou-se por 30min. Apds
a homogeneizacdo da solucdo de GelChMA, adicionou-se o Fl, sob agitagcdo, por
aproximadamente 1h. Os procedimentos seguintes foram os mesmos dos hidrogéis de
ChMA.

A Tabela 4.1 explicita os parametros no procedimento experimental para a producao
dos hidrogéis a base de quitosana metacrilamida (ChMA) e sua blenda com gelatina
(GelChMA).
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Tabela 4.1: Parametros envolvidos no procedimento experimental.

Parametros fixos Valores
Proporcéo de AM 0,69 por 1g de quitosana

Concentracéo de solucdo de ChMA 2% m/v
Concentracdo de solucdo de Gelatina 20% m/v
Proporces de solucdo de ChMA e Gelatina 1:0; 2:1

Propor¢do massica ChMA e Gelatina em GelChMA 1:5

Concentracdo de AA 1% m/v

Comprimento de onda 254nm

Tempo de exposigéo 10min

A escolha da proporcdo 2:1 das solucBes de ChMA:Gel foi feita com base na baixa

estabilidade dos hidrogéis contendo maiores contetdos de gelatina.

Na formacdo dos hidrogéis, em ambos os casos (hidrogéis de ChMA e GelChMA)
notou-se aumento da dificuldade de escoamento do material apds a exposicdo a
radiacdo, o que é um indicativo de formag&o da rede tridimensional, isto é, formag&o do
gel. Ao fim de cada procedimento de formacdo de hidrogéis, acido ascérbico foi
adicionado com o intuito de estabilizar o sistema, funcionamento como desativador de
espécies ativas (ex. radicais livres) que podem estar presentes nos hidrogéis recém
formados mesmo ap6s o fim da exposicdo a radiacao.

O esquema representado na Figura 4.3 ilustra o processo de producédo dos hidrogéis de
ChMA e GelChMA, item a), e detalha a etapa de liofilizacdo, item b).
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Figura 4.3: Esquema ilustrativo da producéo dos hidrogéis na forma de matrizes
porosas e filmes, item a), e detalhe para o processo de liofilizacéo, item b).
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4.3.4.1 Analise da efetividade da reacdo de fotorreticulagdo

A efetividade da reacdo de fotorreticulacdo das amostras foi analisada por
espectroscopia no infravermelho. Para as analises, foram utilizados filmes dos materiais

variando de 0,05 a 0,19mm de espessura, para ChMA e GelChMA, respectivamente.

Para verificacdo da ocorréncia de fotorreticulacdo entre as cadeias, foi feita relagdo
entre areas de picos de prova e de referéncia. O pico escolhido como pico de prova,
tanto para analise da reticulacdo de ChMA quanto para o caso de GelChMA, foi o pico
centrado em aproximadamente 1640cm™, relacionado & ligacdo C=C (BILLIET et al.,
2013). No caso de ChMA, o pico de referéncia escolhido foi o relativo a ligagOes
glicosideas, C-O, centrado em 897cm™ e, no caso da GelChMA, o pico de prova
escolhido foi o centrado em 1030cm™, relacionado a ligagdo C-OH. Para ambos os picos
de referéncia, ndo se espera que haja influéncia das reacdes de reticulacdo em ligacdes
quimicas com vibracGes caracteristicas nessas regides. Para o célculo da razéo entre as
areas, duas formas de calculo de &rea de picos foram utilizadas: pela integracdo do
espectro e determinacdo dos picos presentes pelo método de maximo local pelo

aplicativo Origin® e pela area calculada pela deconvolucdo das curvas em questéo.

4.3.5 Caracterizacdo Morfologica

Para analise morfolOgica, a parte medial de cada matriz porosa, obtida por meio de

liofilizag&o (Figura 4.4), foi caracterizada por MEV e p-CT.

Analise
morfoldgica

Figura 4.4: llustragdo da porc¢do de material caracterizada morfologicamente apos

a liofilizacao.
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4351 MEV

As amostras liofilizadas foram recobertas com uma fina camada de ouro. As imagens
foram geradas por meio de feixe elétrons secundarios (FEI, INSPECTTm S50) para
anélise morfoldgica dos materiais. Utilizaram-se ampliacdes de 50, 100, 300 e 2000
vezes. A tensdo utilizada foi de 15kV. As analises morfolégicas via MEV foram feitas
em conjunto com EDS (EDAX GENESIS) em triplicata.

4352 p-CT

As amostras foram escaneadas utilizando scanner Micro-CT (SkyScan 1174, Bruker p-
CT, Belgium), com tensdo de 35k da fonte, corrente de 800pA e tamanho de 12,18um
pixel. Nao foram utilizados filtros. As amostras foram acopladas em um aparato capaz
de girar 180° com geracdo de imagens a cada 0.7°. Reconstruiram-se, em fatias 2D, as
projecdes adquiridas (formato 16-bit TIFF), utilizando a interface do software do
equipamento (v.1.6.9.18, Skyscan, Bruker micro-CT, Belgium). Analises quantitativas
foram realizadas por meio dos aplicativo CTAn software (v.1.15.4.0, Bruker p-CT,
Belgium) e a visualizagdo das imagens 3D foram feitas com auxilio do aplicativo
CTVol (v.2.3.1.0, Skyscan, Bruker u-CT, Belgium).

4.3.6 Intumescimento

Para o ensaio de intumescimento, filmes formados a partir de solugcbes de gelatina (20%
m/v) e quitosana(2% m/v), filmes de ChMA (2% m/v) e GelChMA (ChMA 2% m/v e
GelChMA 20% m/v, na proporcao 2:1 v/v), foram cortados em quadrados de 10x10mm
de area superficial e espessura variando de 0,04 a 0,25mm, dependendo da composicao.
Os filmes foram pesados e mergulhados em um volume de 10mL das solucdes de
interesse por tempos pré-determinados (1h, 4h e 24h). Matrizes tridimensionais de
ChMA e GelChMA, com diametro de 13,3mm e espessura de 13mm, também foram
submetidas ao procedimento. Para cada meio de imersdo, trés filmes foram ensaiados
para cada intervalo de tempo. Ap6s cada tempo de imerséo, os filmes tiveram o excesso
de umidade retirado com auxilio de papel-filtro, fora pesados e em seguida secos em
estufa, a 40°C por 24h. Ap0s a secagem, as amostras foram pesadas e submetidas a um
segundo procedimento de intumescimento (reintumescimento), nas mesmas condicdes

do primeiro procedimento. Os resultados das pesagens, obtidos em cada etapa do
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processo, sdo utilizados para calculo do grau de intumescimento (GI) e indice de
degradacédo (ID) do material durante o procedimento por meio das Equactes 4.2 e 4.3,

respectivamente:

GI(%) = “" =k % 100 (4.4)
hs
ID(%) = —-= x 100 (4.5)

em que M,, a massa do hidrogel seco, My; a massa do hidrogel intumescido, M; a

massa do hidrogel seco inicial e My, a massa do hidrogel seco ao final do processo.

4.3.7 Toxicidade e viabilidade celular - MTT

As amostras, na forma de filme e matriz tridimensional de ChMA e GelChMA, foram
colocadas em contato direto com as células embrionarias de rim humano (células
HEK?293 T). Prepararam-se as amostras seguindo as normas 10993-5:2009 (‘Biological
evaluation of medical devices: Tests for in vitro cytotoxicity’) para o ensaio de contato
direto. Foi utilizado o tempo de tratamento de 24h e a andlise de citoxicidade foi
realizada através do ensaio de MTT. Utilizaram-se, como modelo ndo tumoral, células

HEK 293 T. Como controles, empregaram-se:

e - Controle referéncia = Células + meio de cultura + soro fetal bovino.
e - Controle positivo = Triton x100 (1% v/v em PBS).

e - Controle negativo = lascas de tubos Eppendorf estéreis.

4.3.7.1 Cultura celular

Células de linhagem de rim de embrido humano, HEK293 T, foram cultivadas em
DMEM com SFB (10% v/v), sulfato de estreotomicina (10mg.mL™), penicillina G
sodica (10 unidades.mL™), e anfotericina-b (0,025mg.mL™), em estufa com 5% de CO,
a37cC.
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4.3.7.2 MTT (‘3-(4,5-dimethylthiazol-2yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide’)

O tamanho de todas as amostras foi de (4,0 x 4,0mm?), com espessura média de 2mm
para as matrizes, de 0,16 £ 0,03mm para os filmes de GeChMA e de 0,06 + 0,01mm
para os filmes de ChMA. O método de esterilizagdo foi lavagem das amostras com
alcool 70° por 2h, sequida de lavagem com PBS na geladeira (8+2°C) por 2h. As
amostras foram colocadas em placas de 96 pocos, e, a seguir, células HEK293 T foram
semeadas (3x10° células/poco) sobre as amostras. As populacdes celulares foram
sincronizadas, em um momento anterior, em meio sem soro durante 24h. Controles de
celulas e DMEM com 10% de SFB foram utilizados como referéncia. Como controle
positivo, foi utilizado Triton X-100 (1% v/v em tampédo fosfato salino), e, como
controle negativo, lascas estéreis de tubos de Eppendorf de polipropileno (1 mg.mL™,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apo6s 24h, o meio foi aspirado e substituido por
60uL de meio de cultura com soro em cada pogo, e as células foram fotografadas
utilizando microscépio Optico invertido (Leica DMIL LED, Alemanha). Foram
adicionados, a cada poco, 50pL de reagente MTT (5 mg.mL™, m/v em tampéo fosfato
salino). As amostras foram em seguida incubadas, durante 4h em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Apbs esse periodo, 40uL de solucdo de metanol/ HCI (4% v/v) foram colocados
em cada poco. Em seguida, 100uL foram removidos de cada pogo e transferidos para
uma placa de 96 pocos, para quantificar a absorbancia em espectrofotometro (I-Mark,
Bio-Rad), com filtro de 595nm. Os valores obtidos foram expressos como percentagem

de células viaveis de acordo com a Equagdo 4.4.

Absorgio das amostras

Viabilidade celular (%) = x 100 (4.6)

Absorcio controle
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao da matéria-prima
5.1.1 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 5.1 apresenta o espectro no infravermelho de um filme de quitosana preparado

a partir de uma solucdo 2% m/v de quitosana em &cido acético 2% v/v.

0.025

vC-O
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0.010
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vO-H;vN-H,

0.005 vC-H
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Figura 5.1: Espectro no infravemelho de filme de quitosana 2%m/v.

A Figura 5.2 ilustra o espectro no infravermelho de um filme de gelatina.
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Figura 5.2: Espectro no infravermelho para filme de gelatina.
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Figura 5.3: Destaque para as regides onde se localizam as principais bandas de
interesse para matérias primas e blenda. A) quitosana, B) blenda 1:1

quitosana:gelatina, C) gelatina.
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O espectro de infravermelho da quitosana analisada apresenta um largo pico de
absorcéo préximo a 3300cm™, que é associado a ligagdo NH, & ligacdo de hidrogénio e
ao estiramento OH. Na banda do estiramento do CH, entre 2800cm™ e 2900cm™, o pico
de 2900cm™ corresponde & vibracdo assimétrica, e o pico de 2870cm™, & vibracdo
simétrica (COSTA-JUNIOR, E. DE S., 2008). Préximo a 1560cm™, o pico é referente &
sobreposicdo de aminas, amida e carboxilato. Na regido de 1400cm™, identificam-se
grupos alquilas e carboxilatos (O-C-O) (BEPPU; ARRUDA; SANTANA, 1999;
COSTA-JUNIOR, E. DE S., 2008). As vibracdes fora do plano da ligacdo C-O,
correspondente & estrutura sacaridea, aparecem em 897cm™ (COSTA-JUNIOR, E. DE
S., 2008). O pico proximo a 3450cm™, relativo a ligacbes OH, sobrepde-se ao pico
relativo a ligagdes NH, centrado em 3300cm™. Estes se encontram deslocados, assim
como o pico 1640cm™, em direcdo a menores frequéncias. Sugere-se que a mudanca
esteja relacionada com um aumento de interacbes do tipo ligagdo de
hidrogénio/reticulagdes fisicas entre as cadeias com o processo de congelamento e

liofilizac&o.

O espectro da gelatina evidencia picos relevantes na regido de absorcdo devido ao
estiramento de C=0 em 1640cm™ (amida 1), de estiramento NH em 1540cm™ (amida I1)
e estiramento de CN e NH em 1240cm™ (amida Ill) (DE LA MATA et al., 2013;
PEREDA et al., 2011).

Comparando os espectros dos trés materiais, nota-se um deslocamento da banda de
1640cm™ no sentido de menor frequéncia no espectro da blenda em relacéo ao espectro
da quitosana Figura 5.3), 0 que pode indicar interacdo entre grupos funcionais da
quitosana e grupos carboxilas da gelatina (GUO; ZHOU; LV, 2013).

5.1.2 Determinacdo do grau de desacetilacao

5.1.2.1 Titulagéo potenciométrica
Figura 5.4 ilustra a curva referente a uma das titulagfes potenciométricas de quitosana e

sua curva derivada, a fim de evidenciar seus pontos de inflexao.
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Figura 5.4: Curva de titulacéo e sua curva derivada para titulacdo potenciométrica

da quitosana.

A Figura 5.5 apresenta as curvas e regressdes da titulacdo potenciométrica de quitosana

(método IV da Tabela 3.3) em intervalos de ph variando de 2 a 6.
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Equacéo y =a+b*x
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Figura 5.5: Regressdes e resultados obtidos para Ve em intervalos de pH 2-3, 2-6 e
2,5-5,8 para a titulacdo potenciométrica de quitosana para determinacéo de GD.

Embora os volumes de base encontrados para titular a quitosana tenham sido diferentes
em cada procedimento, a diferenca da quantidade de base gasta (Cy,Vyp) entre 0s pontos

de inflexdo se manteve constante em todos 0s casos.

Devido a semelhanca entre a relacdo C,Vp, 0s valores de GD, obtidos para cada amostra
utilizando as férmulas que levam em conta a diferenca entre os volumes nos pontos de
inflexdo (métodos | e Il da Tabela 3.3), foram muito préximos ou idénticos para as trés

titulacGes.

Aplicando-se os resultados nas formulas apresentadas na Tabela 3.3, foram obtidos
diferentes valores para GD. Algumas das técnicas se mostram melhores que outras
dependendo da GD do material em questdo, da massa da amostra e das condic¢des do
procedimento (BALAZS; SIPOS, 2007; JIANG; CHEN; ZHONG, 2003). O método
mais apropriado para o calculo, de acordo com a reprodutibilidade dos resultados, a
concordancia com os valores determinados pelo fornecedor e com os resultados

encontrados por espectroscopia, é o método 1V, determinando-se um GD de 86+2%.
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5.1.2.2 Determinacdo do GD por espectroscopia no infravermelho

A Tabela 5.1 destaca os valores de grau de desacetilacdo obtidos de acordo com a razédo
de absorbéancias entre picos de prova e de referéncia escolhidos com base na literatura
(BRUGNEROTTO et al., 2001; KASAAI, 2008, 2009). A Tabela 5.2 explicita os
resultados obtidos para o calculo do GD de acordo com a razdo entre &reas dos picos de

prova e de referéncia para filmes e matriz de quitosana.

Tabela 5.1: Valores de grau de desacetilacéo obtidos de acordo com a razéo entre
absorbancias entre picos de prova e de referéncia listados na literatura.

. Grau de Média dos
Razo entre o
icos desacetilacdo valores Grau de desacetilagao
P Filme Matriz Filme | Matriz
Aasa0/A1070 84 86
Aui640/A1030 80 84 79+6 84+1 82+5
Ai320/A1420 72 83

Tabela 5.2: Relacdo entre area dos picos de prova e de referéncia para calculo de
grau de desacetilacéo.

Razdo entre picos
Resultado @ @ ~1640 ~1640
1070 1030 1070 1030
Média 0,97 0,76 0,17 0,13
Desvio-padréao 0,02 0,01 0,02 0,02
GD 0,97 0,76 0,83 0,87
Média 0,86
Desvio-padrao 0,09
GD(%) 86+9

A forma e intensidade do pico relativo & flexdo da ligacio CH, em 1420cm™ podem
variar dependendo da cristalinidade da quitosana e do rearranjo de ligacdes de
hidrogénio na posicdo de grupos OH primarios (HARISH PRASHANTH; KITTUR;
THARANATHAN, 2002), o que torna possivel justificar a diferenca dos valores de

desacetilacdo encontrados para a matriz e o filme de quitosana.
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5.1.2.3 Determinacdo do GD - Comparacao entre técnicas.

Técnicas como titulacdo potenciométrica e FTIR sdo semi-quantitativas e, para analise
quantitativa, técnicas complementares, como Ressonancia nuclear magnética (RNM),
sd80 necessérias (SARAIVA et al.,, 2015). Assim sendo, foi realizado RNM para
determinacdo do GD e comparacao entre as outras técnicas utilizada de forma a se obter
informacdes sobre qual método tem melhor beneficio em relacdo a facildade de
execucdo, infraestrutura necessaria e confiabilidade do resultado. Os valores obtidos
para GD por comparacdo entre valores obtidos pelas razbes entre bandas de absorcao
(Tabela 5.1 e Tabela 5.2), levando em conta a intensidade ou a area dos picos de prova e
de referéncia, estdo de acordo com os valores obtidos por titulacdo potenciométrica,
sendo o GD estabelecido como 85+2. A comparagédo entre os valores obtidos por cada

método pode ser encontrada na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Resultados obtidos para o grau de desacetilacdo da quitosana com base
na titulagdo potenciométrica e na analise do espectro de infravermelho das
amostras em forma de filme e matriz porosa.

Método GD
Titulacdo Potenciométrica 86+2
Por meédia entre razdes de absorbancia 82+5
Razdo entre areas dos picos de prova e referéncia 8619
RNM 80.24

A titulacdo linear no intervalo de pH entre 2.6-5.8 mostrou-se um método rapido, de
baixo custo e pouca infraestrutura necessaria para a execucdo. Os resultados obtidos
foram proximos ao valor encontrado por RMN, sendo entdo uma 6tima opcao para a

caracterizacdo da quitosana em relagdo ao GD.

5.2 Funcionalizagdo quimica da quitosana por anidrido metacrilico

5.2.1 Verificacdo da funcionalizacéo por espectroscopia UV-Vis

Os espectros obtidos para a matéria-prima original e funcionalizada sdo representados

na Figura 5.6.
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Figura 5.6: Espectro UV-Vis da matéria-prima, quitosana, curva A), e da matéria-
prima funcionalizada, ChMA, curva A).

Como pode ser observado a partir das curvas obtidas por espectroscopia UV-Vis, houve
mudanca no centro do pico da banda de absor¢do, o que é um indicativo da
funcionalizacdo da matéria-prima (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001). No caso da
funcionalizacdo da quitosana com grupos metacrilamida- que contém ligacGes duplas
conjugadas- a reacdo de substituicdo deve ocorrer em hidrogénios ligados a aminas
primarias. A ocorréncia da reacdo pode ser identificada por um deslocamento da banda
de absorc¢do no sentido de maior comprimento de onda. Esse deslocamento € justificado
pela presenga de grupos contendo ligagbes duplas conjugadas (REUSCH, 2013). A
mudanca na intensidade de absor¢do pode ser justificada por uma possivel variacdo da

espessura dos filmes utilizados para a espectroscopia.

A técnica em questdo, nesse caso, € qualitativa e serve como primeira etapa na

validacdo da efetividade da enxertia de seguimentos conjugados.
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5.2.2 Verificacdo da funcionalizacdo por espectroscopia no infravermelho.

A Figura 5.7 compara 0s espectros obtidos para a matéria-prima original e
funcionalizada, indicando as regifes de maior alteracdo, que envolvem ligacdes
relativas & amina (~1350cm™, 1550cm™), e aos grupamentos vinil C=C (1620-1640cm’
1) (ESCOBAR-BARRIOS et al., 2012; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; REUSCH,
2013).
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Figura 5.7: Comparacéao dos espectros obtidos para a matéria-prima original e
funcionalizada, indicando as regides de maior alteracdo com o procedimento de
funcionalizacdo. A) ChMA, B) quitosana.
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O resultado da razdo entre as areas do pico de prova e referéncia € evidenciado no
gréfico da Figura 5.8.
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Figura 5.8: O resultado da razdo entre as areas do pico de prova (1550cm™) e
referéncia (897cm™) para matéria-prima original e funcionalizada com grupos
metacrilamida.

Em uma analise comparativa, relacionando o espectro da matéria-prima original e o da
matéria funcionalizada, nota-se facilmente a reducéo da banda centrada em 1550cm™
quando comparada as demais bandas. A banda centrada em 1640cm™, por sua vez,
mostra-se mais protuberante. O ocorrido esta de acordo com o esperado para a
funcionalizacdo de quitosana com AM, quando se espera gue haja um consumo de
ligacGes do tipo NH, relacionadas ao sitio de reacao de funcionalizacao, identificado por
uma reducéo do pico centrado em 1550cm™, e um aumento na banda relativa a ligagdes
C=C, que coincide com a regi&o de absorcio de amida em aproximadamente 1650cm™
(BILLIET etal., 2013; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

A reducdo da razdo entre areas € um indicativo do consumo de grupamentos amina

primaria e, portanto, da efetividade da reacdo de funcionalizagéo.
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5.2.3 Estimativa do grau de funcionalizacio das cadeias de quitosana

5.2.3.1 Estimativa do grau de funcionalizacao por titulacdo potenciométrica

A Figura 5.9 ilustra a curva referente a uma das titulagdes potenciométricas de ChMA e

sua curva derivada, a fim de evidenciar seus pontos de inflexao.
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Figura 5.9: Curvas de titulacdo e derivada para titulacdo potenciométrica da
ChMA.

Assim como no caso do grau de desacetilacdo da quitosana, os pontos de inflexdo da
curva do pH da solugédo em fungéo da quantidade do titulante adicionado (NaOH 0,1M)
foram levados em consideracdo para estimar a quantidade de grupos laterais amina
presentes nas cadeias de ChMA. A diferenca entre o volume de titulante, gasto para
neutralizar o excesso de acido (Vi) presente na solucdo, e o volume, utilizado para
desprotonar os grupos NHs" (V), presentes nos meros remanescentes de glucosamina,
foi calculada e usada como base para determinagdo do grau de substituicdo por titulagdo
potenciométrica. Aplicando-se os volumes V; e V, na Equacdo | da Tabela 3.3, conclui-
se que, em média, 45% do meros presentes na matéria-prima funcionalizada sédo
glucosamina. Calculando-se a diferenca entre a proporcdo de meros glucosamina,
presentes na quitosana original, e a propor¢do de meros glucosamina, presentes na
quitosana funcionalizada, chega-se a um valor de ~22% para o grau de funcionalizagéo
(GF).
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5.2.3.2 Estimativa do grau de funcionalizacao por espectroscopia no infravermelho

Os espectros utilizados para analise do GF da ChMA foram aqueles representados na
Figura 5.7. A Tabela 5.4 explicita os valores de GD, que é equivalente a porcao de
meros glucosamina presentes nas cadeias, para quitosana e ChMA e os resultados
obtidos para o GF.

Tabela 5.4: Resultados de grau de funcionalizagdo obtidos por espectroscopia no
infravermelho e titulacdo potenciométrica.

, Picos Quitosana ChMA
Método Grandeza <Prova/Ref > ) GF
Integracéo Avrea dos
automatioa de picos 1550/1070 1,06 0,54 0,52
picos pelo Intensidade
Origin® d’OS picos 1550/1070 0,74 0,41 0,33
_ | Areados 156611070 0,99 043 0,56
Deconvolucao picos
de picos 'gtens'.dade 1550/1070 0,77 0,40 0,38
0s picos
Resultado 0,89+0,15 0,45+0,06 | 0,45+0,10

A Figura 5.10 ilustra o processo de funcionalizacdo da quitosana com grupos
metacrilamida.

L dw L y X-W

Figura 5.10: Esquema ilustrativo do processo de funcionalizacdo da quitosana
com grupos metacrilamida. Sendo x = 0.85, y = 0.15 and w = 0.85*(grau de
substituicao).
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5.2.3.3 Resultado geral da estimativa do grau de funcionalizagio das cadeias de

quitosana

Os resultados obtidos por titulagdo potenciométrica e por espectroscopia no
infravermelho foram consideravelmente discrepantes, o que é compreensivel uma vez
que se tratam de métodos semiquantitativos. Foi entdo realizada a andlise do grau de
funcionalizacdo de ChMA por RNM. Esta técnica gerou um valor de 21.84% para a
propriedade em questdo, muito proximo ao valor obtido por titulagdo potenciométrica.
A titulacdo mostrou-se, assim como no caso da determinacdo do grau de desacetilacdo
de quitosana, uma técnica bastante vidvel para determinagdo da extensdo de
seguimentos modificados pela funcionalizagcdo desse polimero. O valor obtido para GF
foi proximo ao encontrado por outros autores (SARAIVA et al., 2015;
VALMIKINATHAN et al., 2012; YU; KAZAZIAN; SHOICHET, 2007).

5.3 Reticulacdo de ChMA e GelChMA
5.3.1 Caracterizagdo da reticulacdo quimica por espectroscopia no infravermelho

Os resultados de analise no infravermelho para verificagdo da ocorréncia de
fotorreticulacdo dos hidrogéis sdo apresentados na Figura 5.11, para as amostras de
ChMA e na Figura 5.12, para as amostras de GelChMA. Ambas foram expostas por

Omin, 1min, 5min, 10min e 30min a radiacdo UV.



vC-N (secundaria)

S8NH (1,11),C=C A

_/—\\__J/\/MA/\M )
] 3
s f/L 3
N :
e A 0
<

[ N )

_MJ\NMA\/\N A)

4000 ' BSIOO ' BOIOO ' ZSIOO ' ZOIOO ' 1500 ' 1OIOO '

Numero de onda (cm™)

Figura 5.11: Comparagao dos espectros de ChMA encontrados para amostras
expostas por A) O0min; B) 1 min; C) 5; D) 10min; e E)30 min a radiacdo UV.
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Figura 5.12: Comparacao dos espectros de Gel ChMA encontrados para amostras
expostas por A) Omin; B) 1 min; C) 5min; D) 10min; e E) 30 min a radiacdo UV.

A Figura 5.13 compara a variagdo da intensidade relativa do pico centrado em
~1640cm™ para uma amostra de GelChMA ndo exposta diretamente & radiacdo UV e

uma amostra exposta por 30 minutos a radiacdo UV.
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Figura 5.13: Comparacéo da variagdo da intensidade relativa do pico centrado em
~1630cm™ para amostras de GelChMA A) ndo exposta diretamente a radiacdo UV
e B) exposta por 30 minutos a radiacdo UV.

Os resultados da analise semiquantitativa, obtidos por meio do calculo da area de picos
pelo Origin®, com identificacdo dos picos pelo método do méaximo local, estdo
representados na Figura 5.14. Os resultados obtidos por meio do calculo da area de
picos, a partir da deconvolucéo de regides dos picos de interesse, podem ser observados
no gréafico representado na Figura 5.15, item a). A Figura 5.15 ilustra também as curvas

obtidas pela deconvolucéo nos itens b) e c), para ChMA e GelChMA, respectivamente.
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Figura 5.15: O resultado obtido a partir da deconvolugédo de regi6es dos picos de
interesse, item a) e as curvas obtidas pela deconvolucéo das curvas de interesse
para ChMA e GelChMA, expostas por 30 minutos a radiacdo UV, nos itens b) e ¢),

respectivamente.
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Comparando os espectros ilustrados na Figura 5.11, obtidos ao longo dos tempos de
exposicdo, notam-se, principalmente, variacbes nas bandas centradas em
aproximadamente 1640cm™, que podem ser relacionadas & ligacdo C=C, consumida
durante a fotorreticulacdo das cadeias. Notam-se, também, alteracdes na regido de
1250cm™, relativa a ligagdo C-N (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001). Essa variacio
indica que pode haver reacdo entre radicais livres e 0s grupamentos quimicos, mudando
caracteristicas da ligacdo na regido. As mudancas no espectro para ambos 0s grupos
indicam um possivel consumo desses grupamentos devido a reducdo da intensidade
relativa dos picos, que podem ser interpretadas como sitio de formacdo de novas
ligacGes entre cadeias e ou moléculas livres presentes no meio. Observa-se, também, um
leve deslocamento do centro do pico relativo a ligacdo C=C no sentido de maiores
frequéncias (menor nimero de onda), que pode ser relacionado a quebra da conjugacéo
presente no grupo metacrilamida com o ataque dos radicais livres (PAVIA,
LAMPMAN; KRIZ, 2001).

A analise dos espectros de GelChMA apresentou, além de picos caracteristicos de
ChMA, os principais picos de absorbancia para a gelatina, caracterizada pelo pico de
amida A (vibracdo de estiramento da ligacdo N-H) em 3280cm™, o pico de amida |
(estiramento C=0) préximo a 1640cm™, o pico de amida 11 (dobramento da ligacdo N-H
e alongamento da ligagdo C-H) a 1547cm™ e o pico da amida Il (dobramento da
ligacdo C-N em fase com estiramento de ligagdo N-H) em 1240cm™. A regido de
vibracéo da ligacéo dupla C=C (1680-1620cm™) coincide com a regido de vibragdo das
amidas, presentes em grande quantidade nas cadeias de gelatina. Dessa forma, a
variacdo da quantidade de insaturacdes pode ser relacionada com mudangas relativas na
intensidade da banda em questdo, devido ao acoplamento das vibracdes caracteristicas
de cada ligacdo (BILLIET et al., 2013).

A Unica mudanga expressiva que se nota na comparagao dos espectros representados na
Figura 5.13 é em relagdo a intensidade do pico centrado em aproximadamente
1640cm™, que indica uma reducéo de vibracdes relativas & ligagdo C=C, visto que no
se esperam reacdes envolvendo 0s demais grupos quimicos que vibram nessa mesma
frequéncia. O consumo de insaturacOes indica presenca de reticulagdo quimica entre as

cadeias com o decorrer do tempo de exposi¢éo a radiacéo.
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A menor variagdo entre os picos de prova e referéncia para diferentes tempos de
exposicdo para amostras de GelChMA pode ser justificada pela maior interferéncia de
outros grupamentos quimicos (amidas), que vibram na mesma regido que a ligacédo
utilizada como prova da reacdo quimica de reticulacdo. A menor proporg¢do de sitios de
reticulacéo para os hidrogeis de GelChMA também justifica a menor diferenca entre os
picos devido ao fato de apenas as cadeias de quitosana terem sido modificadas com o

grupo metacrilamida.

Em ambas as formas de célculo utilizadas, a razdo entre as areas do pico de prova e do
pico de referéncia tornou-se menor com o aumento do tempo de exposicao a luz UV, o
que é um indicativo do consumo de ligaces C=C e, consequentemente, de formacéo de
reticulacdo quimica. O esquema ilustrativo da fotorreticulagdo das cadeias de ChMA é
representado na Figura 5.16.

7\ i 0

H3C//\
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Figura 5.16: Esquema ilustrativo da fotorreticulacéo das cadeias de ChMA.
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5.4 Caracterizacao morfolégica

5.4.1 Quitosana

A analise da morfologia de matrizes tridimensionais de quitosana, obtidas por meio da
liofilizacdo da solucdo de quitosana (2% m/v), revelou elevada porosidade, com
presenca de poros interconectados de tamanho médio de 146um. Imagens da matriz
obtidas por fotografia (Figura 5.17), u-CT (Figura 5.19) e MEV (Figura 5.19) foram

utilizadas para andlise da arquitetura das matrizes.

a) b)

Figura 5.17: Corpos de prova de quitosana liofilizados em a) corte transversal e b)
longitudinal.

Figura 5.18: Imagem de matriz de quitosana obtida por p-CT em corte a)

transversal e b) longitudinal.,
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Corte transversal

LR

v

Corte longitudinal

Figura 5.19: Imagens obtidas por MEV para matriz de quitosana (corte
longitudinal) em aumentos de 50, 100, 300 e 500 vezes.

O gréfico representado na Figura 5.20 ilustra a distribuicdo de poros da matriz de
quitosana obtida por u-CT.

[ —e— Matriz de Quitosana

50
40
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10 / °\.\
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2449 73 122 171 195 219 244 268 292 317 341 365

Ocorréncia (%)

Tamanho médio (um)

Figura 5.20: Grafico de distribuicdo de tamanho de poros para matriz de
quitosana. Os dados foram obtidos por u-CT.
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A faixa encontrada para a porosidade e o tamanho médio de poros esta de acordo com a
literatura (SEOL et al., 2004; YANG, B. et al., 2010). Sabe-se que a as condi¢cbes de
producdo da matriz porosa, incluindo o método de congelamento do material, influencia
no tamanho, na interconectividade entre os poros e na porosidade total (ANNABI et al.,
2010). O tamanho médio de poro esta de acordo com o descrito na literatura para a
temperatura do congelamento pre-liofilizacdo (MADIHALLY; MATTHEW, 1999).

5.4.2 Gelatina

A solucdo 20% m/v de gelatina, ap6s congelada e liofilizada, apresentou grande
heterogeneidade, com formacdo de uma parede espessa nas extremidades e um nucleo
tipicamente oco, como pode ser observado na fotografia das Figura 5.21 e Figura 5.22,
obtidas por p-CT.

Figura 5.21: Matriz de gelatina ndo quimicamente reticulada em corte transversal
apos liofilizacao.

N&o se observa, em grande parte da matriz, a formacéo de poros interconectados como

no caso da quitosana pura e da blenda de quitosana e gelatina, mas sdo vistos

aglomerados de material denso, intercalados com grandes vazios formados com a

evaporacdo do solvente, como pode ser observado na Figura 5.23 e na Figura 5.24.
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b) 0)

Figura 5.22: Imagem de matriz de gelatina obtida por p-CT em a) corte
longitudinal e b) e c) em vista frontal.

Corte transversal

v

_,-\\7 AR

Corte longitudinal

Figura 5.23: Imagens obtidas por MEV para matriz de gelatina em ampliac6es
variando de 50x a 500x.
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Figura 5.24: Imagem de matriz de gelatina obtida por MEV com aumento de 2000

VEZES.

A distribuicdo de poros, como esperado apds a analise morfoldgica, apresenta grande
heterogeneidade, com didmetros variando de 120um a 1700um, sendo improprio

determinar um tamanho médio de poro nessa situacéo.

Em uma solucdo aquosa de gelatina, as moléculas de &gua sdo separadas por
macromoléculas de gelatina, o que dificulta seu arranjo durante o processo de
congelamento. Com o aumento da concentracdo de gelatina, ha também um acréscimo
na viscosidade da solucéo, o que torna ainda mais dificil o arranjo e a distribuicdo do
solvente no meio, limitando a nucleagdo e o crescimento de cristais (WU, X. et al.,
2010). Esse fendmeno é capaz de justificar a dificuldade de formacdo e falta de
homogeneidade dos poros na matriz de gelatina, localizados principalmente nas
extremidades das amostras. Os grandes vazios, formados principalmente no centro da
estrutura durante a liofilizacdo, podem ser origindrios de uma separacdo de fases
durante o congelamento das amostras pela dificuldade de formacdo e crescimento dos

cristais, como acima mencionado.

5.4.2.1 Blenda 1:1 de gelatina e quitosana.

A andlise da morfologia de matrizes tridimensionais da blenda, formada pela unido de
solucgdes de gelatina (20% m/v) e quitosana (2% m/v), em proporcdo 1:1 v/v, revelou
elevada porosidade, com presenca de poros interconectados. Imagens da matriz obtidas
por fotografia (Figura 5.25), u-CT (Figura 5.26) e MEV (Figura 5.27) foram utilizadas

para analise da arquitetura das matrizes



99

Figura 5.26: Imagem de matriz de gelatina obtida por u-CT em a) vista frontal, b)
corte longitudinal e c¢) corte transversal.



Corte transversal

Figura 5.27: Imagens obtidas por MEV para matriz de gelatina em aumentos

variando de 50x a 500x.

100

A matriz obtida a partir da blenda apresenta ampla distibui¢cdo de tamanho de poros,

como pode ser observado na Figura 5.28.
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Figura 5.28: Grafico de distribuicdo de tamanho de poros para matriz de blenda

de quitosana e gelatina. Os dados foram obtidos por p-CT.
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5.4.3 Hidrogeis fotoreticulados: ChMA e GelChMA.

Os resultados de MEV e EDS de matrizes de ChMA e GelChMA expostas por Omin,
5min e 10min a radiacdo encontram-se nas imagens representadas na Figura 5.29
(ChMA\) e na Figura 5.30 (GelChMA). EDS foi feito com intuito de detectar eventual

presenca de contaminantes.
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Figura 5.29: Microscopia eletrénica de varredura acoplada de amostras de ChMA

expostas por 0, 5 e 10 minutos a radiacdo UV. Item a), ndo exposta; item b),

exposta por 5 minutos e item c), exposta por 10 minutos. O item d) apresenta o

resultado de EDS para a formulagéo.
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Figura 5.30: Microscopia eletronica de varredura de amostras de GelChMA
expostas por 0, 5 e 10 minutos a radiacdo UV. Item a), exposta; item b), exposta a 5
minutos e item c), exposta por 10 minutos. O item d) apresenta o resultado de EDS

para a formulacao.

A Figura 5.31 correlaciona o consumo de sitios de reticulacdo entre cadeias de ChMA,
0 tempo de exposicdo a radiacdo (estimados por espectroscopia no infravermelho) e a
estrutura morfolégica obtida para cada tempo de exposicao para hidrogéis de ChMA. A
Figura 5.32 faz a mesma correlacdo para hidrogéis de GelChMA.
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Figura 5.31: Gréfico relacionando consumo de sitios de reticulacéo entre cadeias
de ChMA e o tempo de exposicéo a radiacao (item a)) e a estrutura morfoldgica
obtida para cada tempo de exposi¢édo a radiacdo (itens b) Omin, ¢) 5min e d) 10min)

para hidrogéis de ChMA.
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Figura 5.32: Gréfico relacionando consumo de sitios de reticulacéo entre cadeias
de ChMA e o tempo de exposicdo a radiacdo (item a)) e a estrutura morfoldgica
obtida para cada tempo de exposicdo a radiacao (itens b)Omin, c)5min e d)10min)
para hidrogéis de GelChMA.

A Tabela 5.5 explicita a reducdo dos tamanhos de poros identificados por MEV com o

aumento do tempo de exposicdo das amostras de ChMA e GelChMA a radiacdo UV.

Foram feitas cinco medidas de diametros de poros para cada amostra em aumentos de

300x.

Tabela 5.5: Redugdo, em porcentagem acumulada, do tamanho médio de poros
determinado qualitativamente por MEV para amostras de ChMA e GelChMA
expostas por Omin, 5min e 10min a radiacéo UV.

Tempo de reticulagdo (min)

% de reducéo acumulada

ChMA GelChMA
0 - -
5 38 37
10 53 51
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Nota-se, com 0 aumento do tempo de exposi¢do a radiacdo UV, uma reducdo no
tamanho dos poros identificados na microscopia eletrbnica de varredura, o que €
esperado desde que se estima que haja maior formacdo de reticulacdo quimica entre as
cadeias da matéria-prima para tempos mais longos, dando origem a orificios menores.

Identifica-se, também, a presenca de poros com interconectividade entre si.

A reducdo no tamanho de poros para ambas as amostras, ChMA e GelChMA, com o
aumento no tempo de exposicao a radiacdo UV, acompanha a tendéncia de consumo de
sitios para reticulacdo (C=C), identificada por espectroscopia no infravermelho. A
reducdo percentual do tamanho médio de poro obtido por MEV, comparando o intervalo
de 0-5min e o de 5-10min, indica uma reducdo substancialmente maior no primeiro
intervalo de exposicdo (0-5min), o que pode ser relacionado com a maior concentracao
de sitios de reticulacdo e do FI presente no meio durante esse primeiro intervalo de

tempo.

Considerando as amostras de GelChMA, nota-se, comparando o item a) da Figura 5.32
com a reducdo percentual do tamanho médio de poro obtido por MEV (Tabela 5.5), que
hd uma certa discrepancia entre a taxa de consumo de sitios de reticulacdo (analise
qualitativa da inclinacdo da reta entre os intervalos de tempo estudados) e o valor da
reducdo percentual do tamanho médio de poros para cada intervalo analisado. No
entanto, essa discrepancia pode ser justificada pelo elevado desvio-padrdo da razdo
<A1640/A1030> das amostras de GelChMA, principalmente da amostra ndo exposta a
radiacdo, e pelo fato de as medicOGes de diametro de poros por MEV, ainda que se

tomem varios pontos da amostra para medicdo, serem localizadas.

A analise por u-CT das amostras de ChMA néo gerou imagens de boa defini¢do devido
a baixa densidade do material, como pode ser observado na Figura 5.33, que traz a vista
superior e a longitudinal das amostras de ChMA expostas a Omin, itens a) e d); 5min,
itens b) e e), e 10min, itens c) e f), respectivamente.
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Figura 5.33: Vistas superior e longitudinal obtidas por u-CT das amostras de
ChMA expostas a 0 minuto, itens a) e d); 5 minutos, itens b) e ), e 10 minutos,
itens c) e f), respectivamente.

Nota-se, na Figura 5.33, uma reducdo dos tamanhos de poros com a elevagdo do tempo
de exposicao a radiacdo UV para amostras de ChMA, principalmente comparando-se 0s
itens d), e) e f).

As imagens geradas por p-CT para as amostras de GelChMA mostraram-se bem-
definidas, facilitando a analise morfoldgica pela técnica, como pode ser observado na
Figura 5.34, que compara as morfologias das amostras de GelChMA expostas por 0, 5 e
10 minutos a radiacdo UV.
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d) e) e )

Figura 5.34: Vistas superior e longitudinal obtidas por u-CT das amostras de
GelChMA expostas a 0 minuto, itens a) e d); 5 minutos, itens b) e e), e 10 minutos,
itens c) e f), respectivamente.

A Figura 5.35 compara a morfologia da amostra ndo exposta a radiagdo & da amostra

exposta por 30min a radiagéo.
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Figura 5.35: Comparativo de morfologias obtidas por pu-CT para amostras de
GelChMA expostas por 0 minutos, itens a) e b), e 30 minutos, itens c) e d), a

radiacdo UV.

Analisando comparativamente os itens a) e c), e b) e d) da Figura 5.35 observa-se que,
com o0 aumento do tempo de exposicdo, ha tanto uma reducdo no tamanho de poro
obtido como uma homogeneizacdo dos tamanhos e formato dos poros para amostras
constituidas de GelChMA.

A Figura 5.36 exibe os gréaficos comparativos para tamanho médio de poro, item a), e
para espessura média de parede, item b), das amostras de ChMA e GelChMA, obtidos
por u-CT .
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Figura 5.36: Distribuicéo do tamanho médio dos poros, obtido por pu-CT, de
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matrizes ChMA e Gel ChMA expostas a luz UV por diferentes tempos. Os dados

obtidos por p-CT foram tratados pelo aplicativo Origin® (modelagem Gaussiana)

para obtencdo das curvas representadas. Item a)ChMA (R*=0.99) e item b)

GelChMA (R?*=0.98).

A anélise por p-CT indicou uma diminuicdo na distribuicdo do tamanho de poros, ou

seja, uma tendéncia a homogeneizacdo do tamanho de poro dos hidrogeéis. O fendbmeno

pode ser percebido pela reducdo do desvio-padréo dessa grandeza nas amostras expostas

a 5min e 10min de radiacdo quando comparada ao desvio da amostra de hidrogel ndo

exposta. Nota-se, também pelos resultados de pu-CT, que ndo ha reducéo significativa na

média geral dos tamanhos de poro, mas sim uma redu¢do do tamanho maximo de poro

em ambas as composicoes de hidrogéis.

A Tabela 5.6 resume as principais caracteristicas morfologicas (HO; HUTMACHER,

2006) de matrizes analisadas por p-CT.

Tabela 5.6: Caracteristicas morfoldgicas de matrizes porosas de ChMA e

GelChMA a partir de analise p-CT

Propriedades (por p-CT)

Hidrogel

ChMA

GeChMA
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Interconectividade (%0) >90 >90

Porosidade aberta (%) 89 69

Tamanho meédio de poro

169+21 325+24
(Um)

O efeito do tempo de radiacdo no tamanho médio dos poros nao foi detectado pela
analise de u-CT. Contudo, o efeito da adicdo do elemento misturador foi notorio: a
adicdo de gelatina @ ChMA levou a um aumento no tamanho médio obtido dos poros,
independentemente do tempo de exposicdo a radiagdo. Poros com didmetro entre 36 e
377um foram detectados por u-CT para amostras de ChMA, ao passo que, para

amostras de GelChMA, o tamanho dos poros variou de 36 a 743um.

Como pode ser observado na Tabela 5.6, a analise de u-CT revelou alta porosidade e
interconectividade entre os poros para as matrizes ChMA e GelChMA. Os valores
encontrados sdo interessantes, uma vez que a porosidade de uma matriz destinada a
recuperacdo tecidual determina sua eficiéncia em promover migracao e adesdo celulares
e a difusdo de nutrientes. Assim como a porosidade, a interconectividade entre os poros
afeta o transporte molecular (HO; HUTMACHER, 2006). Pela caracterizagdo
morfologica, observou-se, igualmente, que os hidrogéis de ChMA e GelChMA tém
poros com diametros na escala de micrométrica (Tabela 5.6, Figura 5.29 e Figura 5.30).
Isso é particularmente interessante, uma vez que a maioria das células de mamiferos

tém tambem dimens6es micrométricas (BENTON et al., 2009).

Os tamanhos de poro identificados por MEV corroboram com os valores encontrados
por u-CT para todas as matrizes analisadas. As matrizes apresentam porosidade elevada,
alta interconectividade entre os poros e uma distribuicdo de tamanho de poros adequada
para sua utilizacdo como matrizes para crescimento e diferenciacdo celular. A menor
porosidade para o hidrogel contendo gelatina esta de acordo com o obtido por Saraiva et
al., assim como os intervalos de valores obtidos para porosidade ao longo do tempo,
ainda que as condicbes de fotorreticulacdo tenham sido um pouco diferentes
(SARAIVA et al., 2015).

A porosidade total dos hidrogéis, bem como o tamanho das estruturas porosas, esta

dentro do intervalo encontrado na literatura para matrizes contendo quitosana em sua
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composicdo e destinadas ao auxilio de regeneracdo da pele (MA, L. et al., 2003;
MIGUEL et al., 2014). A arquitetura da estrutura formada é adequada para a absor¢éo
de excesso de exsudado (KUMAR, P. T. S. et al., 2014), para a permeacdo de nutrientes
e oxigénio (15-40um) (YANG, C. et al., 2010) e para o crescimento e proliferacéo de
diversos tipos celulares como células endoteliais (<80um) e fibroblastos (38—150um)
(IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; SARAIVA et al., 2015).

A porosidade da rede, o tamanho dos poros e a espessura da parede estdo diretamente
relacionados a taxa de polimerizacdo, que varia principalmente com mudancas na
concentracdo de Fl e na intensidade da radiagdo (BENTON et al., 2009). Como neste
estudo apenas o tempo de exposicdo a radiacdo foi variado, é justificavel que néo
tenham havido maiores diferencas entre tamanho médio de poros e espessura media de
parede. Houve, entretanto, uma reducdo dos tamanhos maximos de poro para todas as
amostras e uma tendéncia a homogeneizacao da estrutura. Em um sistema envolvendo
células fotoencapsuladas na estrutura do hidrogel, essa tendéncia do comportamento
morfolégico em relacdo a porosidade pode ter algumas implicaces interessantes na
direcdo do comportamento celular, uma vez que as células encapsuladas estariam mais

uniformemente dispersas em toda a rede (BENTON et al., 2009).

O processo de liofilizacdo pode também alterar a porosidade do material, mas, como se
mantiveram as mesmas condicdes para este processo, espera-se que ndo tenha havido
influéncia do processo de liofilizacdo na diferenca entre as morfologias encontradas

para cada amostras.

5.5 Intumescimento

5.5.1 Filmes de quitosana néo reticulada

Os procedimentos de intumescimento (Intumescimento e relntumescimento) de
quitosana ndo reticulada em PBS foram realizados a 37+1°C. Os valores de grau de
intumescimento (GI) e indice de degradacéo (ID), obtidos para os intervalos de 1h, 4h e
24h, encontram-se nos graficos representados na Figura 5.37 e na Figura 5.38,

respectivamente.
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Figura 5.37: Grafico de Gl em PBS, a 371+1°C para filmes de quitosana ndo
reticulada.
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Figura 5.38: Grafico de ID no processo de intumescimento em PBS, a 37+£1°C para

filmes de quitosana néo reticulada.

Nota-se, pela anélise dos valores encontrados, que, a partir de 1h, j& ndo ha elevagdo
significativa no Gl do material, podendo-se dizer que ha equilibrio de intumescimento

apos esse intervalo de tempo. As variacdes nos valores, nesse caso, podem ser
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atribuidas ao processo de retirada de excesso de agua no momento anterior a pesagem
do material intumescido. Identifica-se, pela comparagdo dos pesos secos antes e apds 0s
procedimentos de intumescimento, que ha perda de material durante o processo, 0 que
pode ser atribuido a degradacdo e/ou a dissolugdo, visto que o material ndo €
quimicamente reticulado. Os valores para os indices de degradacdo variam de 10-25%
no caso do primeiro processo de intumescimento (Intumescimento) e de 3-11% no caso
do segundo procedimento (relntumescimento). Os valores encontrados estdo
compativeis com a literatura (COSTA-JUNIOR, E. DE S., 2008; NAGAHAMA;
MAEDA, et al., 2009).

No caso dos filmes submetidos a 24h de intumescimento, tidos como padrdo, os valores
parciais para o Gl foram registrados e podem ser encontrados no gréafico representado
na Figura 5.39. O procedimento foi realizado para assegurar que os procedimentos de
retirada de excesso de dgua do material ndo influenciasse significativamente na analise
do Gl.
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Figura 5.39: Gl de filmes de quitosana néo reticulada submetidos a 24h de

intumescimento.
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Os valores encontrados para cada intervalo de tempo de intumescimento dos filmes-
padrédo sdo compativeis em relacdo ao Gl e corroboram com a hipotese de que apos 1h o

equilibrio de intumescimento € atingido.
5.5.2 Filmes de gelatina néo reticulada

Os filmes de gelatina néo reticulados submetidos a intumescimento em solugdo de PBS
dissolveram-se por completo, sendo que, apés 1h mergulhados na solugéo salina, ja ndo
é possivel identificar nenhuma formacéo coesa de gelatina. O resultado era esperado
visto que o ensaio foi realizado em temperatura proxima a corporal (37 + 1°C), e que a
gelatina apresenta temperatura de transicdo sol-gel entre 30 e 35°C (BENTON et al.,
2009; DJABOUROV; LEBLOND; PAPON, 1988), a depender da composi¢do do
polipeptidio, do pH do meio e de sua massa molar (DJABOUROV; LEBLOND;
PAPON, 1988).

5.5.3 Filmes de quitosana e gelatina néo reticulada
Os filmes formados a partir da blenda de Quitosana e gelatina submetidos a
intumescimento em PBS (pH7,4) em temperatura proxima a corporal (37 + 1°C)
dissolveram-se parcialmente ap6s 1h mergulhados na solucdo. Identifica-se a formacao
de um aglomerado viscoso, com o formato similar ao do filme inicial porém maior,

como pode ser observado na Figura 5.40.

Figura 5.40: Filme de quitosana e gelatina néo reticuladas antes e apds o
intumescimento em PBS, a 37°C, por 1h.

O material ndo apresenta coesdo suficiente para permitir sua manipulagdo, escoando e

perdendo sua forma caracteristica, como pode ser observado na Figura 5.41.
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Figura 5.41: Perda da coesdo de filme de quitosana e gelatina ndo reticuladas apo6s

tentativa de manipulacdo do material para pesagem.

Por um lado, a ndo completa dissolucdo dos filmes da blenda no meio de
intumescimento até o periodo de 1h pode ser justificada pela reticulagdo fisica entre as
cadeias de quitosana -ndo soltvel nas condicGes de pH e temperatura da solugdo- e de
gelatina. Por outro lado, a elevada dissolucdo pode ser justificada pela grande proporcgéo
em massa de gelatina, dez vezes maior que a de quitosana, que ndo é suficiente para

manter a coesdo do material no meio.

5.5.4 Filmes de ChMA reticulados por radiacdo UV

A Figura 5.42 apresenta a fotografia de um filme de ChMA destinado ao ensaio de

intumescimento. A caneta serve como escala comparativa.
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Figura 5.42: Filme fotorreticulado de ChMA destinado ao ensaio de
intumescimento em PBS, a 37+1°C.

O grafico apresentado na Figura 5.43 compara os procedimentos de intumescimento e

reintumescimento para cada amostra de acordo com os tempos de imersao.
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Figura 5.43: Comparacao entre primeiro e segundo procedimentos de
intumescimento para cada amostra de filme de ChMA de acordo com os tempos de
imersé&o.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se dizer que, ap6s 1h de imersdo, ja se

observa um maximo de grau de intumescimento para as amostras, que ultrapassa
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2500%. O maior Gl de ChMA em comparagdo com o0s valores obtidos para quitosana
pura pode ser justificado pela maior solubilidade de ChMA em solugdes aquosas em

pHs proximos ao pH neutro, como no caso do PBS.

A Figura 5.44 apresenta os resultados do célculo de ID para os filmes de ChMA

fotoreticulados.
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Figura 5.44: Resultados do calculo de ID para os filmes de ChMA fotorreticulados.

Para o segundo procedimento de intumescimento, observa-se menor média de ID
quando comparado ao primeiro procedimento, mas, levando em consideracdo o elevado
desvio-padrdo, pode-se dizer que hd a mesma proporcionalidade de degradacdo do

material no intumescimento e no reintumescimento.

5.5.5 Filmes de GelChMA por radiagdo UV

O grafico ilustrado na Figura 5.45 compara o primeiro e o segundo procedimentos de

intumescimento para cada amostra de acordo com os tempos de imerséo.
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Figura 5.45: Comparagéo entre primeiro e segundo procedimentos de
intumescimento para cada amostra de acordo com os tempos de imerséao.

O grafico representado na Figura 5.46 ilustra o resultado obtido para o ID dos filmes de
GelChMA.
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Figura 5.46: Resultados do célculo de ID para os filmes de GeIChMA
fotorreticulados.
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Obteve-se um elevado Gl para o filme de GelChMA, principalmente ap6s 24h de
imersdo. O alto Gl obtido pode ser relacionado a elevada perda de massa ao longo do
procedimento, muito provavelmente devido a alta solubilidade da gelatina e néo

reticulacdo quimica de suas cadeias, que pertencem a uma rede semi-interpenetrante.

Os filmes de GelChMA apresentaram maior ID quando esse ID é comparado ao ID dos
filmes de ChMA, chegando a valores de aproximadamente 90% apds 24h de imersao.
Quando o ID dos filmes de GelChMA é comparado ao ID de filmes da blenda de
quitosana e gelatina ndo reticulados, nota-se a efetividade da resisténcia relativa da rede
interpenetrante a dissolucdo em PBS a 37+1°C. Isso porque, para a blenda nao

reticulada, houve total dissolugdo no material ja nas primeiras horas de intumescimento.

A Figura 5.47 apresenta um filme de GelChMA intumescido, ap6s 1h de imersdo em

PBS a 371+1°C, item a), e apds sua secagem em estufa por 24h a 40°C, item b).

a)

Figura 5.47: Filme de GelChMA intumescido, apds 1h de imersdo em PBS a

37+1°C, no item a), e apds sua secagem em estufa por 24h a 40°C, no item b).

Observando o item b) da Figura 5.47, nota-se a presenca de gelatina parcialmente
diluida ao redor de um miolo mais denso, provavelmente constituido de cadeias
reticuladas de quitosana. O alto grau de degradacdo obtido pode ser relacionado a
elevada proporcdo em massa de gelatina na blenda, quando comparada a porcéo
presente de ChMA.
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5.5.6 Matrizes de quitosana metacrilamida reticulada por radiagdo UV

O grafico representado na Figura 5.48 apresenta os resultados de Gl para as matrizes de
ChMA.
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Figura 5.48: Comparacéo entre primeiro e segundo procedimentos de
intumescimento para cada amostra de acordo com os tempos de imerséao.

As tendéncias em relacdo a capacidade de intumescimento de matrizes de ChMA séo
similares as obtidas para os filmes (comparacdo detalhada feita no item 5.5.8).

A Figura 5.49 apresenta os resultados para o ID calculado para 1h, 4h e 24h de imersédo
do material em PBS a 37+1°C.
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Figura 5.49: Resultados do calculo de ID para matrizes de ChMA fotoreticuladas.

De acordo com os resultados obtidos para 0 GI em relacdo ao tempo de imersdo em
solucdo de PBS, pode-se dizer que, a partir de 1h, atinge-se 0 GI maximo do material. O
maior Gl obtido ap6s 24h de imersdo pode ser justificado pela perda de massa devido a

dissolucdo parcial do material no meio durante o tempo de ensaio.

Os resultados obtidos para Gl foram similares a resultados obtidos para matrizes
tridimensionais envolvendo ChMA (SARAIVA et al., 2015).

A Figura 5.50 apresenta, em a), a matriz de ChMA pronta para 0 ensaio de
intumescimento; em b), a mesma matriz imersa na solucéo de PBS, a 37+1°C; e em c),

no seu estado intumescido apds a retirada da solucao de imerséo.
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c)

Figura 5.50: Matriz de ChMA pronta par o ensaio de intumescimento, a); A
mesma matriz imersa na solucéo de PBS, a 37+1°C, em b); e no seu estado
intumescido apds a retirada da solucéo de imerséo, em c).

Observa-se, pela fotografia apresentada no item b) da Figura 5.50, a presenca de poros
da estrutura preenchidos com a solu¢éo utilizada no procedimento de intumescimento.

Obtiveram-se IDs relativamente altos para matrizes de ChMA, principalmente ap6s 24h
de imerséo. O resultado pode ser justificado, assim como no caso dos filmes preparados
com o mesmo material, pela solubilidade de ChMA no meio em questdo. A ndo
completa dissolucdo é justificada pela presenca de reticulagdes quimicas entre as

cadeias.

5.5.7 Matrizes de GelChMA reticulada por radiacdo UV

O gréfico apresentado na Figura 5.51 apresenta a comparagdo entre intumescimento e

reintumescimento para cada amostra de acordo com os tempos de imerséo.
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Figura 5.51: Comparacao entre intumescimento e reintumescimento para cada
amostra de acordo com os tempos de imersao.

As matrizes de GelChMA apresentam comportamento similar ao dos filmes preparados
com mesmo material, apresentando até 90% de ID ap06s 24h de imersdo. O resultado

estd expresso no grafico representado na Figura 5.52.
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Figura 5.52: Resultados do calculo de ID para matrizes de GelChMA
fotoreticuladas.
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A adicdo de gelatina & blenda, como no caso dos filmes, levou a um maior ID por parte
das matrizes, o que ja era esperado devido a solubilidade da gelatina nas condi¢fes do
ensaio. A Figura 5.34 ilustra matrizes de GelChMA submetidas a 24h de imersdo em
PBS durante o primeiro procedimento de intumescimento, a); apds a retirada da solucao
de PBS, b); e ap0s seca em estufa por 24h a 40°C.

Figura 5.53: Matrizes de GelChMA submetidas a 24h de imersdo em PBS durante
o primeiro procedimento de intumescimento, a); apds a retirada da solucado de
PBS, b); e ap6s desidratada em estufa por 24h a 40°C.

5.5.8 Comparativo da capacidade de intumescimento para ChMA e GelChMA na

forma de filmes e matrizes.

Os graficos comparativos para diferentes morfologias, filme e matriz, de ChMA e

GelChMA, em relacdo a Gl estdo expostos na Figura 5.54.
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Figura 5.54: Gréaficos comparativos para diferentes morfologias, filme e matriz, de
ChMA e GelChMA. a) GI para ChMA; b) Gl para GelChMA; c¢) ID para ChMA,;
d) ID para GelChMA.

Comparando-se os Gls obtidos para as diferentes morfologias e composi¢cfes das
amostras, nota-se que as amostras de ChMA tém uma capacidade de intumescimento
consideravelmente maior que a das amostras contendo gelatina. O resultado esta de

acordo com trabalhos que estudaram a variacdo de Gl de acordo com a porgdo de
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gelatina em blendas contendo ChMA (SARAIVA et al., 2015). No trabalho de Saraiva
et al., a gelatina presente na blenda foi previamente modificada com grupos
metacrilamida para também participar do processo de fotorreticulacdo. Até onde se
sabe, ndo h& registros de trabalhos que utilizaram gelatina ndo modificada para
formacéo de rede interpenetrante com ChMA. Usou-se, portanto, esse trabalho como
referéncia para comparacao da variagdo GI com mudancas no conteudo de gelatina da
blenda.

Comparando os valores de Gl obtidos para diferentes morfologias de uma mesma
composicdo, conclui-se que os filmes atingem mais rdpido seu maximo de
intumescimento, principalmente no caso de filmes de ChMA. O comportamento
instdvel das amostras de GelChMA ao longo do tempo de imersdo pode estar

relacionado com a elevada dissolucédo de material no meio de intumescimento.

Observa-se, na Figura 5.55, que tanto para ChMA como para GelChMA, as matrizes,
obtidas a partir da mesma solucdo inicial que os filmes, resistem melhor a solubilizacdo
na solucdo de PBS nas condi¢cdes do ensaio. A justificativa para o fendmeno pode ser
relacionada a reticulacdo fisica mais intensa proporcionada pelo processo de liofilizacdo
do material, uma vez que as condi¢fes de reticulacdo quimica foram as mesmas para

todos as amostras.

A Figura 5.55, item a), explicita a comparacdo entre os ID das diferentes amostras de
matrizes em relacdo a composicdo e morfologia. Nota-se, a partir da quarta hora de
imersdo, um aumento significativo da degradacao/solubilizacdo das amostras contendo
gelatina. O item b) da Figura 5.55 ilustra uma amostra de matriz de GelChMA imersa
por 24h em PBS, a 37+£1°C. Observa-se, nessa imagem, a dissolucdo parcial da matriz
formada pela rede interpenetrante. O item c), por sua vez, evidencia a manutengéo da
integridade da estrutura da matriz de ChMA imersa nas mesmas condic¢des. O item d)
compara a situacdo das amostras desidratadas ao final dos dois procedimentos de

intumescimento, por diferentes tempos, com amostras ndo imersas.
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Figura 5.55: Resultado comparativo dos ID para amostras de ChMA e GelChMA,
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5.6 Ensaio de toxicidade e viabilidade celular- MTT

As células HEK293 T, em contato direto com a amostra de filme GelChMA,
apresentaram uma diminuicdo de 11,4 £ 2,5% na viabilidade celular em relacdo ao
grupo-controle. Entretanto, as células HEK293 T, em contato direto com as amostras de
filme e matriz de ChMA e matriz de GelChMA, ndo apresentaram diferenca
significativa na viabilidade celular em relacdo ao grupo-controle. Portanto, as amostras
desenvolvidas ndo foram citotoxicas no tempo de tratamento de 24h. O resultado do
ensaio MTT pode ser observado no grafico apresentado na Figura 5.56. A Figura 5.57
apresenta as microfotografias das células HEK293 T, pode-se notar que a morfologia
das células tratadas por contato direto com as amostras desenvolvidas apds 24h néo
apresentou diferenca em relacdo a condigdo controle ndo tratada. Observou-se que 0s
valores apresentados nos controles-referéncia foram similares ao controle negativo eue

o controle positivo sempre esteve abaixo de 50%, o0 que tornou os resultados confiaveis.
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Figura 5.56: Gréaficos MTT apo6s 24h de tratamento por contato direto das

amostras desenvolvidas.
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A menor viabilidade celular no filme de GelChMA pode ser justificada pela
solubilidade do material, que pode levar a perda de celulas junto ao material na
manipulacdo das amostras.

Figura 5.57: Imagens de microscopia apds 24 h de tratamento por contato direto
das amostras desenvolvidas. a) controle, b) filme de ChMA, c) filme de GelChMA,
d) matriz de ChMA, e) matriz de GelChMA.

Os estudos acima sugerem que apds 24h de tratamento os biomateriais desenvolvidos
ndo foram toxicos para as células analisadas pelo contato direto.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram preparados hidrogeéis a partir de ChMA e de sua blenda com
gelatina. As matérias-primas originais- quitosana, gelatina e sua blenda- a quitosana
modificada com grupos metacrilamida (ChMA) e as blendas de ChMA com gelatina
(GelChMA) foram extensamente caracterizadas fisica, quimica e morfologicamente.
Todos os procedimentos realizados ao longo do trabalho, incluindo a caracterizagéo e
modificacdo das matérias primas, producdo dos hidrogéis e sua analise, seja na forma de
filmes, seja na forma matrizes, obtiveram éxito na execucdo e nos resultados obtidos.
As mudancas nos sistemas puderam ser identificadas por diferentes métodos, como
espectroscopia no UV-Vis e no infravermelho.

Observou-se que as propriedades fisico-quimicas e morfolédgicas do hidrogel podem ser
controladas por meio da quantidade de gelatina adicionada a rede interpenetrante,
variando, portanto, o perfil das caracteristicas de intumescimento, degradacdo e
tamanho de poros observados na estrutura desidratada. Os materiais produzidos tém
potencial para serem utilizados em sistemas biolégicos como, por exemplo, curativos
para auxilio na cicatrizacdo de feridas (wound healing dressings), mostrando-se

atoxicos pelo ensaio de MTT.

A presenca de sitios para modificacdo quimica das cadeias de polimeros naturais nos
hidrogéis formados a partir de ChMA e GelChMA fornecem ainda potencial para
modificacdo das cadeias com moléculas de interesse, de forma a otimizar sua atuagdo na
aplicacdo pretendida, sendo um material robusto em relacdo as possibilidades de

aplicacdo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

I.  Utilizacdo das matrizes idealizadas e confeccionadas durante o programa de
Mestrado como parte da primeira fase da producdo de matrizes tridimensionais
para atuar como comunicadoras na interacdo célula-material em processos de
regeneracao tecidual.

Il.  Design de um polipeptidio contendo sequéncias de aminoécidos com potencial
para atuar de forma sinérgica na comunicacdo célula/material e seu uso como
agente de funcionalizacdo de matrizes tridimensionais.

I1l.  Utilizacdo do polipeptidio projetado como elemento base na producdo de
hidrogéis de sistemas poliméricos e hibridos.
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